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SUMMARY 
 
Fast and unique apdaptation has enabled bacteria to grow in a great variety 
of conditions and survive in a large variety of niches. Bacteria use 
transcripitional regulatory mechanisms in order to control responses once 
the ecological status that surrounds a microbe is known: once an external 
signal is processed, a concrete transcription factor will be activated, which 
will control selectively a gene or a cluster of genes to regulate adaptation 
efficiently. 
The work developed during this period is based on sigma54 factor 
bacterial transcriptional initiation mechanism. The interest of the sigma54 
system consists on a set of features, like the mandatory presence of 
enhancer binding proteins as activators, the large functional divergence of 
sigma54 dependent genes, location of its promoters at -24/-12 from +1 
position and its wide presence among a large set of distinct bacteria, which 
make sigma54 factor mechanism different from others sigma70-like 
factors, that share similarities.  
 Although we find several studies focused on sigma54 factor, there is a 
lack of information concerning the evolution of the sigma54 system. Using 
bioinformatics tools, we have predicted the number of sigma54-dependent 
genes up to 140 genomes in order to: (i) detect the variables that influence 
the distribution of the sigma54 system, (ii) study the composition of the 
sigmluon sigma54 for determining the grade of sigma54 promoters 
conservation and (iii) analyze the binding sites of the enhancer binding 
proteins.  
Our results shows that the presence of sigma54-dependent genes is 
favoured in free-living organisms, which suggest some adaptative value in 
sigma54 transcription mechanism. Moreover, the sigma54 system is highly 
variable between species, suggesting a strong regulatory plasticity in 
bacterial genomes.  
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1.1. Mecanismos de respuesta de las bacterias 
 
 
A pesar de su tamaño microscópico, las bacterias han ido desarrollando, 
desde hace 3’8 billones de años, una eficiente y sofisticada manera de 
administrar su material genético en respuesta a señales ambientales.  
Las especies bacterianas han colonizado y crecido en una gran variedad de 
condiciones debido a su rápida capacidad de adaptación a nichos 
ambientales de toda clase (Unden et al, 1994). Para poder sobrevivir en 
todo tipo de ambientes, o para poder competir con otras especies de 
microorganismos en un mismo nicho, las bacterias han desarrollado 
mecanismos que les permiten monitorizar las señales que reciben del 
medio para dar lugar a una respuesta rápida y apropiada (figura 1). 
Queremos tratar de entender qué mecanismos permiten a las bacterias 
poder adaptarse a cambios ambientales y cómo estos han evolucionado. 
 
 
Figura 1. Representación esquemática del sistema de transducción de señales, donde a 
partir de una señal provocada por un cambio en el entorno de un organismo, suceden en el 
interior de la bacteria una serie de acontecimientos para dar lugar a cambios en la 
expresión de ciertos genes, adecuada a las nuevas condiciones. 
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1.1.1. Transcripción procariota 
 
 
Las características biológicas de las bacterias emergen como resultado de 
las interacciones dinámicas entre su repertorio de genes y el conjunto de 
mecanismos que regulan su expresión (Babu & Aravind, 2006). Las 
decisiones lógicas las toman los elementos reguladores,  que adaptan la 
expresión de los genes a las condiciones ambientales. 
 
La transcripción es el proceso a partir del cual la información genética del 
ADN se transfiere al ARN, como primer paso hacia la expresión génica 
(Dworkin et al, 1997; Browning & Busby, 2004). Entender los principios y 
la organización de los distintos mecanismos de regulación transcripcional 
es fundamental para poder entender las respuestas celulares ante 
perturbaciones ambientales. También podemos buscar otras motivaciones 
enfocadas a otros campos más aplicados: entender estos mecanismos de 
respuesta rápida y adaptación a corto plazo puede, por ejemplo, darnos 
pistas sobre las bases moleculares de muchas enfermedades causadas por 
bacterias: algunas bacterias expresan su patogeneidad mediante complejos 
circuitos de regulación (Finlay & Falkow, 1997).    
Existen diferencias entre la transcripción procariótica y la eucariótica, sin 
embargo, sus bases moleculares están muy conservadas (Ebright, 2000). 
Es en este punto donde nos hacemos una pregunta clave para entender la 
importancia de los mecanismos de regulación bacerianos: si la 
transcripción es un mecanismo tan conservado e invariable, ¿cómo pueden  
las bacterias obtener una variedad de mecanismos de respuesta tan 
diferente? La idea que considera que la evolución de las interacciones de 
los mecanismos de regulación transcripcional es el factor principal que 
influye en la generación de diversidad nació a mediados de los años 70 
(Wilson et al, 1974). Wilson et al compararon las tasas de la evolución de 
las proteínas y de los cromosomas en ranas y humanos para determinar que 
la tasa de evolución de las proteínas es parecida en ambos organismos, 
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mientras que los cambios evolutivos en el número de cromosomas es 20 
veces mayor en humanos. Estos resultados sugirieron que los humanos han 
sufrido una rápida evolución de la regulación y del reagrupamiento de sus 
genes, en paralelo con una rápida evolución anatómica, lo que relacionaría 
los cambios en la regulación de los genes con su implicación directa con 
los fenotipos presentados por los organismos y su contribución a la 
evolución adaptativa. Igualmente, la respuesta evolutiva a los cambios 
ambientales  producida por las bacterias parece estar muy relacionada con 
el control transcripcional de la expresión de los genes mediante los 
factores de transcripción (McAdams et al, 2004).  
 
Los elementos genéticos implicados en estos mecanismos de regulación 
transcripcional comprenden una parte significativa de los genomas y 
constituyen un componente muy importante para la evolución de distintos 
aspectos fenotípicos, tanto de bacterias como de organismos eucariotas 
(Tautz, 2000; Wray et al, 2003). Se ha descrito que durante los distintos 
eventos que permiten la adaptación a nuevos entornos, los mecanismos de 
regulación son más flexibles que sus genes diana, necesarios para la 
adaptación fenotípica (Lozada-Chávez et al, 2006). 
 
1.1.1.1. Elementos que conforman los mecanismos de regulación 
transcripcional y sus interacciones 
 
La transcripción implica una serie de elementos de regulación cis, como 
promotores, sitios de unión de los factores de transcripción o terminadores 
transcripcionales, y otros elementos trans: los factores de transcripción y 
los factores sigma (Janga et al, 2007).  Las interacciones entre los 
elementos cis y trans proveen a las bacterias de abundantes programas 
transcripcionales que controlan el estado de cada gen según las 
condiciones del medio. Las unidades básicas de los mecanismos de 
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regulación transcripcional son los factores de transcripción, sus sitios de 
unión en el DNA y los genes diana.  
 
Estas interacciones pueden ser más o menos complejas. Existen factores de 
transcripción que activan una única unidad transcripcional (compuesta por 
un único gen diana, o por un conjunto de genes formando un operón), en lo 
que significarían las interacciones más simples. Estas interacciones ganan 
en complejidad en los casos donde un mismo factor de transcripción puede 
activar a más de un promotor, formando un regulón (figura 2 A).  
Conjuntos de regulones pueden dar lugar a una respuesta ante un estímulo, 
formando estimulones, el siguiente nivel de complejidad de estas 
interacciones de regulación (figura 2 A). Regulones y estimulones se 
combinan y mezclan dando lugar a la red global de regulación 
transcripcional con capacidad para integrar las distintas señales (figura 2 
B).  
 
 
 
Figura 2. Esquema de los diferentes tipos de interacción entre un factor de transcripción 
y un gen diana. Los círculos representan estímulos; los cuadrados son factores de 
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transcripción; los rombos, los distintos sitios de unión de los factores de transcripción; las 
flechas negras, el inicio de transcripción de los genes diana (pentagonos). A) El conjunto 
de regulones (un ejemplo de regulón está marcado en rojo) que responden a una misma 
señal forman un estimulón. B) La combinación de regulones y estimulones forma la red 
de regulación transcripcional, en respuesta a un conjunto de estímulos. 
 
 
Las distintas interacciones entre los diversos elementos que forman parte 
de la regulación transcripcional representan el primer nivel de regulación 
de la expresión génica después de la integración de señales, permitiendo a 
las células bacterianas alterar su patrón de expresión de genes en respuesta 
a diferentes a diferentes situaciones de estrés (Ishihama, 2000).  
 
A pesar del elevado número de estudios realizados sobre la regulación de 
la transcripción y la gran cantidad de datos obtenidos debido a la 
secuenciación completa de los genomas bacterianos, aún existen muchas 
preguntas que continúan sin respuesta: por ejemplo, la detección de 
elementos cis experimentalmente está limitada a un número muy bajo de 
organismos, como Escherichia coli o Saccharomyces cerevisiae  (Babu et 
al, 2004). 
 
 
1.2. El factor sigma54 
 
 
Para que la RNA polimerasa (RNAp) pueda unirse al DNA e iniciar la 
transcripción, se requiere la unión del factor sigma, que confiere 
especificidad al complejo por las secuencias promotoras (Burgess et al, 
1969; Helmann & Chamberlin, 1988; Murakami et al, 2002; Doucleff et 
al, 2007). Así, dentro de la célula, las RNA polimerasas no asociadas a 
ningún factor sigma se unen de forma espontánea con los distintos factores 
sigma,  que compiten  entre ellos para conseguir la unión con la enzima. 
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Una vez unidos RNA polimerasa y factor sigma, el complejo pasa a ser 
holoenzima y puede unirse a secuencias específicas.  
El factor sigma que participa en la transcripción de la mayoría de genes es 
el factor sigma70, primario o “house-keeping”, responsable del 
reconocimiento de la mayoría de promotores en muchos microorganismos 
(Dombroski et al, 1992; Hertz & Stormo, 1996). Existe una gran variedad 
en el número de factores sigma en cada microorganismo: Escherichia coli 
contiene 7 (Reitzer & Schneider, 2001), mientras que Streptomyces, 65   
(Wigneshweraraj et al, 2008), cada uno específico de un grupo de genes. 
Exceptuando la familia correspondiente al factor sigma54, el resto de 
factores sigma se agrupan según patrones estructurales y funcionales 
dentro de una sola famila: la familia de sigma70 (Merrick, 1993). 
 
 
 
1.2.1. Funcionamiento de la transcripción dependiente de 
sigma54 
 
La figura 3 representa gráficamente el modo de inicialización de la 
transcripción dependiente de sigma54. El núcleo de la RNA polimerasa se 
asocia al factor sigma54, permitiendo así la unión del complejo a las 
secuencias específicas del DNA situadas a la región -12/-24 del inicio de 
transcripción (Barrios et al, 1999). Esta triple unión (DNA-sigma54-
RNAp) se mantendrá como un complejo cerrado, transcripcionalmente 
silencioso, a la espera de ser activado por alguna de las proteínas 
activadoras de sigma54, o enhancer binding proteins (EBPs) (Buck et al, 
2000).  
 
A diferencia de la iniciación mediada por el factor sigma70, la formación 
del complejo abierto no se da de modo espontáneo, si no que depende de 
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factores cinéticos y termodinámicos impuestos por el factor sigma54. La 
conversión del complejo cerrado al abierto es un proceso complejo que 
requiere el consumo de ATP (Merrick & Chambers, 1992;  Zhang et al, 
2002), y es dirigido por proteínas activadoras (EBPs) que forman parte de 
la familia de ATPasas AAA+. Estas proteínas activadoras, normalmente 
hexámeros, se unen al factor sigma54 en respuesta a un estímulo. Esta 
unión provoca ciertos cambios conformacionales en el complejo cerrado 
formado por la RNAp y sigma54. Los EBPs se unen a sus secuencias de 
unión activadoras o upstream activating sequences (UAS), situadas 
generalmente entre -70 y -350 bps del origen de transcripción, aunque se 
han observado casos donde esta unión se da en posiciones corriente abajo 
de los promotores dependientes de sigma54 (Jyot et al, 2002; 
Brahmachary et al, 2004). La interacción entre los activadores y la 
holoenzima se produce gracias a la formación de un lazo de ADN (Merrick 
& Chambers, 1992), muchas veces con la asistencia de Proteínas 
Parecidas a las Histonas (Histone-like-proteins), como IHF (integrated 
host factor) o HU (Hoover et al, 1990).  
 
El mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente de sigma54 
presenta elementos exclusivos (promotores específicos, conservados y 
diferentes al resto de factores sigma) y más complejos (requiere gasto de 
ATP y la formación del lazo de ADN) que lo diferencian del dependiente 
de sigma70.  
Además, el hecho que se requieran elementos cis lejanos, ATP y ATPasas, 
y la organización del complejo abierto en el promotor dependiente de 
sigma54, nos recuerda al modo de inicio de transcripción que en eucariotas 
realiza la RNAPII (Sasse-Dwight & Gralla, 1990).  
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Figura 3. Modo de iniciación de la transcripción dependiente de simga54. 
 
Destacamos también que el gen rpoN (ntrA) es el encargado de codificar el 
factor sigma54  (Ausubel, 1984). Normalmente sólo existe una copia de 
rpoN por genoma, aunque algunos organismos pueden presentar dos; cada 
una de las copias de rpoN presenta un patrón de expresión distinto y se 
especula, que cada una de ellas podría estar involucrada en funciones 
diferentes (Michiels et al, 1998; Kullik et al, 1991). 
 
 
1.2.2. Interés del factor sigma54 
 
Cuatro son los principales puntos que hacen del mecanismo de iniciación 
dependiente de sigma54 y del conjunto de elementos genéticos que lo 
conforman, un mecanismo de regulación transcripcional peculiar y único.  
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El factor sigma54 difiere a nivel de secuencia primaria respecto a la 
familia principal de factores sigma. Como consecuencia,  los promotores 
dependientes de sigma54 se sitúan en la posición -24/-12 respecto el 
origen de transcripción, a diferencia de los promtores dependientes de 
factores de la familia de sigma70, emplazados en la posición -35/-10. El 
interés biológico de este punto es determinar cómo estos distintos factores 
sigma se diferencian en su secuencia y, sin embargo, realizan la misma 
función (dar especificidad a la RNApolimerasa).  
 
Los genes dependientes de sigma54 no presentan una especialización 
funcional, a diferencia del resto de factores sigma (Köhler et al, 1989;  
Wigneshweraraj et al, 2000; Studholme & Buck, 2000a). Los genes 
dependientes de sigma54 están implicados en muchas funciones distintas: 
en la regulación del nitrógeno (Merrick, 1993), en la biosíntesis del flagelo 
(Hendrixson & DiRita, 2003), en el catabolismo de compuestos aromáticos 
(Gallegos et al, 1996), en la regulación de factores de virulencia 
(Kazmierczak et al, 2005) , en la síntesis de cofactores (Bernardo et al, 
2006) o en el transporte de electrones (Lenz et al, 2002), entre muchas 
otras. El amplio rango funcional de los genes dependientes del factor 
sigma54 se ha ampliado recientemente al encontrar que algunos 
bacteriófagos líticos dependen de la holoenzima compuesta por RNAp y el 
factor sigma54 para expresar sus genes estructurales y de lisis (Ceyssens et 
al, 2008). El resto de factores sigma presentan una clara especialización 
funcional; así, sigma28 es el factor sigma flagelar, sigma32 es el factor 
sigma activado cuando se produce un incremento de temperatura y sigma 
38 es activado ante condiciones de inanición. El interés de esta diversidad 
funcional reside en como un mecanismo de acción de la transcripción tan 
específico pueda iniciar la transcripción de genes con una función tan 
diferente. 
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Otra de las propiedades que hacen de la transcripción dependiente de 
sigma54 un sistema interesante es la extensa distribución de bacterias que 
lo contienen. Prueba de ello es que se ha detectado en especies tan diversas  
como Firmicutes (Gardan et al, 1995), todas las ramas de Proteobacteria 
(Merrick, 1993; Cramm et al, 2006; Keseler & Kaiser, 1997) , especies de 
Chlamyida (Kalman et al, 1999; Mathews et al, 1999) y en Aquifex 
aeolicus (Chen et al, 2007). El análisis de la diversidad de 
microorganismos que utilizan sigma54 puede darnos información nueva 
sobre la evolución del sistema.  
La participación obligatoria de proteínas activadoras de sigma54 o 
enhancer binding proteins (EBPs) también supone una diferencia con 
respecto a los otros factores sigma. Esta diferencia reside en que no es 
habitual que los activadores transcripcionales bacterianos activen a sus 
genes diana uniéndose a sitios de unión situados a cierta distancia. 
Además, este tipo de activación requiere el gasto de ATP. Los sitios de 
unión de estas proteínas nos servirán para el estudio de la evolución de 
regulones sigma54. 
 
Estas propiedades del mecanismo de iniciación de la transcripción 
dependiente de sigma54 nos permiten tener a nuestro alcance un buen 
ejemplo de un sistema de iniciación de la transcripción específico, variado 
y bien distribuido que puede nos plantea distintas preguntas a resolver: 
¿Cómo de conservado está?¿Qué variables influyen en su 
distribución?¿Sigue el mecanismo de regulación dependiente de sigma54 
una evolución parecida a otros sistemas de regulación? Los principales 
análisis realizados sobre el factor sigma54 se han centrado en la detección 
experimental de genes dependientes de sigma54 o a la predicción de genes 
dependientes de sigma54 en un organismo concreto (Reitzer & Schneider, 
2001; Dombrecht et al, 2002;  Cases et al, 2003b; Studholme & Dixon, 
2004). Sin embargo, no existen análisis de ciertos aspectos evolutivos del 
sistema sigma54, como por ejemplo, la conservación del promotor 
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dependiente de sigma54 en un conjunto de genes ortólogos o la 
determinación de las fuerzas evolutivas que favorecen la selección de este 
mecanismo de iniciacón de la transcripción dependiente de sigma54, 
principalmente el estilo de vida.  
 
 
1.2.3. Antecedentes en el estudio de la regulación 
transcripcional 
 
Como hemos visto, podemos hacernos muchas preguntas sobre el origen 
evolutivo del factor sigma54. En los últimos años se han realizado muchos 
e interesantes estudios sobre la evolución de otros sistemas de regulación. 
En este apartado queremos resumirlos y comprobar si estos son 
transferibles al sistema de regulación dependiente de sigma54. 
 
Los pioneros en estudiar los mecanismos de regulación de la transcripción 
fueron Jacob y Monod, que sugirieron la existencia de proteínas 
reguladoras que  se unían a distintos elementos situados en la región 
intergénica precedente al gen que activaban, controlando así su expresión 
(Jacob & Monod, 1961). Estas proteínas reguladoras, también nombradas 
factores de transcripción, respondían a diferentes señales externas 
activando o reprimiendo la expresión de sus genes diana (Ptashne et al, 
1980; Takeda et al, 1983;  Browning & Busby, 2004). Durante muchos 
años, distintos estudios han permitido acumular una gran cantidad de 
información sobre la regulación mediada por estos factores de 
transcripción en organismos modelos, como Eschericha coli (Teichmann 
& Babu, 2004), Bacillus subtilis (Goelzer et al, 2008) o Saccharomyces 
cerevisiae, revisado por Svetlov et al (Svetlov & Cooper, 1995)(Lee et al, 
2002).  
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Una de las nuevas ideas emergentes aportadas por la biología post-
genómica es la visión de la regulación transcripcional como una red 
compleja de interacciones entre moléculas distintas, como el ADN, las 
proteínas o los metabolitos (Thieffry et al, 1998; Fell & Wagner, 2000; 
Ouzounis & Karp, 2000; Shen-Orr et al, 2002; Barabási & Oltvai, 2004). 
A lo largo de esta década, se han creado bases de datos que recopilan 
información transcripcional. Algunos de los principales ejemplos son: 
RegulonDB (Gama-Castro et al, 2008), sobre la red de regulación 
transcripcional de Escherichia coli; TractorDB, que contiene predicciones 
computacionales de sitios de unión en 17 especies de 
Gammaproteobacteria; DBTBD (Makita et al, 2004), base de datos de 
referencia de eventos transcripcionales publicados en Bacillus subtilis; o 
TRANSFAC (Matys et al, 2006), con información sobre factores de 
transcripción en organismos eucariotas. 
 
Cómo han aparecido estos sistemas y cómo de conservados están son las 
preguntas clave que distintos autores interesados en el estudio de  la 
evolución de los mecanismos de regulación transcripcional se han 
empezado a plantear en los últimos años. Para encontrar respuestas, los 
trabajos científicos se han centrado en la evolución de los factores de 
transcripción, de los genes diana y de los sitios de unión del ADN 
(McAdams et al, 2004). 
 
1.2.3.1. Evolución de la regulación transcripcional 
 
La duplicación de los genes es la fuerza que dirige la creación de nuevos 
genes en los genomas bacterianos. Cuando estos nuevos genes han 
evolucionado por duplicación, las interacciones ancestrales con sus 
factores de transcripción pueden conservarse (Papp et al, 2003: Teichmann 
& Babu, 2004; Maslov et al, 2004).  
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Teichmann y Babu (2004) recopilaron los factores de transcripción y sus 
genes diana de Escherichia coli y de Saccharomyces cerevisiae para hacer 
un estudio sobre las duplicaciones de sus redes de regulación. En este 
estudio, se establecen distintos escenarios que describen estas 
duplicaciones y sus consecuencias en la evolución de la red de cada 
regulación transcripcional basándose en un mismo principio: una 
interacción reguladora puede heredarse, puede perderse o bien puede 
aparecer de novo. Concluyeron que el 90% de las interacciones 
reguladoras surgieron  por duplicación del factor de transcripción o del gen 
diana con herencia de la interacción, mientras que el 10% restante, por 
innovación. El 45% de las interacciones reguladoras aparecidas por 
duplicación se conservan, mientras que el resto de interacciones habrían 
sufrido una posterior divergencia de alguno de sus elementos.  
 
Estudiando grupos de genes ortólogos, se ha podido determinar si estos 
genes están regulados por un mismo factor de transcripción en organismos 
diferentes o, al revés, si un mismo factor de transcripción presente en dos 
especies diferentes, regula los mismos genes diana. Se han detectado 
algunos casos donde existen evidencias de conservación de interacciones 
en especies diferentes, como la red de regulación del desarrollo cardíaco 
en moscas, que se conserva en organismos superiores (Cripps & Olson, 
2002). También se ha estudiado la evolución de la red de regulación 
transcripcional entre Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y 
Drosophila melanogaster (Yu et al, 2004): las interacciones se conservan 
si las secuencias  de los reguladores son suficientemente similares.  
 
Sin embargo, la regla general sobre la conservación de las redes de 
regulación parece ser otra. Distintos estudios indican que existe muy poca 
conservación entre los mecanismos de regulación entre especies 
bacterianas diferentes,   incluso si estan muy relacionadas (Lozada et al, 
2006). Esto indicaría que cada microorganismo ha evolucionado su propio 
 
 
1. Introducción 
 16 
conjunto de interacciones de regulación (Babu et al, 2006). Hechos como 
que los factores de transcripción están menos conservados que sus genes 
diana (Lozada-Chávez et al, 2006), que la tasa de evolución de las 
interacciones de regulación transcripcional es más rápida que la de las 
interacciones de los genes regulados (Maslov et al, 2004), o que la 
divergencia de las secuencias de las regiones activadoras es rápida (Tautz, 
2000) sugieren que la regulación transcripcional de los genes evoluciona 
más deprisa que los mismos genes.  
 
En cualquier caso, parece evidente que los mecanismos de regulación son 
muy variables en los elementos que los conforman, lo que confiere a la red 
de regulación transcripcional una plasticidad, superior a la presentada por 
los genes, necesaria para su evolución. Si seguimos los postulados de 
Wilson (Wilson et al, 1974), esta flexibilidad en los mecanismos de 
regulación dotaría a las bacterias de una alta capacidad de adaptación a 
nuevos nichos, generando, así, una elevada diversidad fenotípica. 
 
1.2.3.2. Evolución de regulones 
 
Como explicábamos anteriormente, la duplicación de los genes es el 
principal mecanismo que dirige la evolución de los elementos que 
conforman una red de regulación. Cuando un gen se duplica, hereda 
también la regulación que presentaba el gen original al existir también 
duplicación de los elementos cis. Al igual que sucede con los genes 
regulados, la divergencia de estos elementos cis, como promotores o sitios 
de unión de los factores de transcripción, puede provocar su pérdida o 
convertirse en dianas de otros factores de transcripción debido a la 
variación en su secuencia (Papp et al, 2003; Babu et al, 2004; Teichmann 
& Babu, 2004; Cases & de Lorenzo, 2005).  
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Se ha demostrado que la red de regulación de E. coli sigue una ley de 
potencias (power law), donde el número de proteínas reguladoras que 
regulan un solo promotor es muy elevado, mientras que proteínas 
reguladoras con un número elevado de promotores diana es escaso 
(Thieffry et al, 1998). Esta distribución describe que los regulones 
bacterianos tienden a ser de tamaño pequeño. Cases y de Lorenzo (2005) 
atribuyen este fenómeno al “principio de Mateo”, que trata de explicar la 
evolución del tamaño de los regulones a partir de los eventos de 
duplicación generados al azar: los regulones de mayor tamaño, presentan 
una mayor probabilidad que alguno de sus miembros se duplique. Como 
en este modelo las interacciones reguladoras a menudo también se 
heredan, un regulón grande añadirá nuevos miembros de elementos 
genéticos más frecuentemente que un regulón pequeño. 
 
Existen pocos análisis sobre la conservación de regulones dentro de un 
número elevado de especies. Lozada-Chávez et al (Lozada-Chávez et al, 
2006) compararon el nivel de conservación de los regulones en E. coli y B. 
subtilis en los de 110 genomas bacterianos para determinar que, en 
general, los regulones no se conservan entre distintas especies, y si se 
conservan, lo hacen más entre linajes relacionados. Por ejemplo, E. coli 
comparte el 40% de sus interacciones reguladoras con especies parecidas 
de Proteobacteria, mientras que B. subtilis comparte el 30% de estas 
interacciones con sus especies más parecidas.   
 
Teniendo en cuenta todo este conjunto de datos, obtenemos más pruebas 
de que los mecanismos de regulación están dotados de un extraordinario 
grado de plasticidad y podrían jugar un papel en la adaptabilidad a 
diferentes nichos.  
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1.2.3.3. Influencia del estilo de vida en el contenido genético de las 
bacterias 
 
Dado que los mecanismos de regulación y la integración de señales son 
claves para la adaptación de las bacterias, existe una relación entre el estilo 
de vida de una bacteria y la proporción de genes involucrados  en procesos 
de transcripción y de regulación en sus genomas (Cases et al, 2003a; 
Konstantinidis & Tiedje, 2004). Las bacterias habitan diferentes tipos de 
nichos, algunos estables y otros en los que se producen cambios bruscos en 
la disponibilidad de nutrientes u otros factores como humedad, 
temperatura, etc… Así, la relación entre una bacteria y su nicho determina 
el contenido genético de las especies. El análisis del genoma de 
Pseudomonas aeruginosa sugirió que su tamaño y su complejidad son el 
reflejo de una adaptación evolutiva al hecho que esta bacteria habita 
ambientes diversos y resiste los efectos de una gran variedad de sustancias 
antimicrobianas (Stover et al, 2000). En cambio, los microorganismos que 
se encuentran en ecosistemas estables, por ejemplo patógenos 
intracelulares o simbiontes como Buchnera (Andersson, 2000), suelen 
contener un número menor de reguladores que las bacterias que tienen que 
vivir de manera libre, colonizar plantas o infectar tejidos animales. La 
causa de esta reducción de los mecanismos de regulación a lo largo de la 
evolución se debe a que el hospedador proporciona un nicho estable, sin 
grandes cambios; así, el microorganismo pierde el material genético que 
no utiliza, como muchos de sus mecanismos de regulación.  
 
 
 
El trabajo presentado se divide en tres partes diferentes: en la primera, nos 
hemos encargado de la predicción de promotores dependientes de 
sigma54, así como de las proteínas de activación de sigma54 y sus 
secuencias de unión al ADN. Posteriormente, hemos determinado la 
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influencia de distintas variables en la distribución de sigma54, para 
estudiar si sigma54 juega un papel en la adaptación de las bacterias a 
distintos nichos. Por último, hemos determinado la conservación de los 
promotores dependientes de sigma54 y de los sitios de unión de sus 
proteínas activadoras.  
 
Los resultados obtenidos sugieren que sigma54 tiene un valor adaptativo 
para las bacterias de vida libre y que es un sistema altamente variable, 
poco conservado incluso entre especies muy parecidas. 
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2.1. Objetivo general 
 
Incrementar el grado de conocimiento respecto las propiedades y la  
evolución del sistema de iniciación de la transcripción dependiente de 
sigma54, aplicando las metodologías propias de la Biología 
Computacional. 
 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
1. Determinar la influencia del emplazamiento taxonómico, el tamaño 
del genoma y el estilo de vida de las bacterias en la distribución de 
los componentes que conforman el sistema sigma54.  
 
2. Estudiar la composición del sigmulón sigma54 para determinar la 
línea evolutiva de los promotores sigma54 entre las distintas 
especies bacterianas analizadas. 
 
3. Analizar la evolución de los sitios de unión de las proteínas 
activadoras del mecanismo de regulación dependiente de sigma54. 
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3.1. Identificación de componentes del sistema 
sigma54 
 
El estudio del mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente de 
sigma54 requiere la estructuración del conjunto de componentes 
implicados: promotores, operones y reguladores (figura 4). El conjunto de 
predicciones de promotores y genes dependientes de sigma54 forman parte 
de lo que hemos nombrado el sigmulón sigma54, mientras que las 
proteínas activadoras y sus sitios de unión formarían los distintos 
regulones dependientes de sigma54. El conjunto de todos estos 
componentes constituyen el sistema sigma54.  
A continuación vamos a describir detalladamente los métodos que se han 
utilizado para la identificación de los distintos componentes del sistema 
sigma54 y el tratamiento de los mismos para su estudio a nivel sistemático 
e individual. Posteriormente hemos analizado el grado de cobertura de los 
métodos de predicción llevados a cabo, comparando nuestras predicciones 
de promotores, genes y proteínas dependientes de sigma54 con las de otros 
autores. Si esta cobertura es buena, las predicciones obtenidas nos servirán 
para estudiar sus relaciones y adquirir nueva información sobre la 
evolución del factor sigma54. 
 
 
 
Figura 4. Representación esquemática del conjunto de elementos genéticos que 
configuran el sistema sigma54. 1: gen rpoN, 2: promotores dependientes de sigma54, 3: 
 
 
3. Métodos 
 28 
proteínas activadoras (enhancer binding proteins o EBPs), 4: sitios de unión de las EBPs, 
5: operones dependientes de sigma54.  
 
 
 
 
3.1.1. Presencia del factor sigma54 en las bacterias 
 
En el inicio de nuestro proyecto, en 2004, existían 140 genomas 
bacterianos completamente secuenciados en la base de datos NCBI.  
Utilizando la base de datos de TIGR (Peterson et al, 2001), observamos 
que la proteína RpoN contiene un dominio específico anotado como 
TIGR0239 (Haft et al, 2003), que lo identifica. Por ello, buscamos dicho 
dominio entre las proteínas de los 140 genomas totalmente secuenciados 
seleccionando una puntuación de HMM mínima de 250, a partir de la cual 
TIGR estipula que los falsos positivos desaparecen.  
 
 
3.1.2.  Obtención del sigmulón sigma54 
 
3.1.2.1. Predicción de promotores sigma54 
 
Hemos usado el lenguaje de programación Perl para crear una serie de 
programas que nos han permitido obtener las coordenadas de cada gen a 
partir de la base de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes) y 
así poder extraer las regiones intergénicas que albergan los promotores 
dependientes de sigma54. Hemos eliminado las regiones intergénicas 
situadas entre genes convergentes. Las secuencias obtenidas fueron 
analizadas con el programa GenomeMatScan (Cases et al, 2003b), 
algoritmo que busca patrones de ADN a partir de una matriz de peso 
elaborada de 186 promotores dependientes de sigma54 recopilados por 
Barrios et al (1999). GenomeMatScan otorga una puntuación a nuestras 
secuencias problema en función a su parecido con la matriz. Este programa 
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está basado en el método de la variación de la entropía relativa creado por 
Stormo (2000); por ello, la puntuación obtenida es proporcional a la 
afinidad entre el factor sigma54 y su promotor.  
 
En nuestro análisis se descartaron las secuencias de plásmidos, dado que 
son elementos genéticos complejos y podría alterar los resultados del 
estudio de la evolución del sistema sigma54.  
Para evitar falsos positivos, hemos aplicado ciertos filtros, detallados a 
continuación. Los parámetros de GenomeMatScan usados fueron: un 
umbral de puntuación superior a 10 y búsqueda en ambas cadenas de 
ADN. Estas predicciones fueron posteriormente filtradas de acuerdo a la 
distancia a los genes adyacentes y su orientación. La distancia máxima del 
promotor sigma54 al inicio de traducción se ha establecido en 350 pares de 
base, distancia más común para albergar promotores. Si la región 
intergénica situada entre el gen dependiente de sigma54 y su gen anterior 
presenta una longitud inferior a 350 bps, hemos cortado la secuencia en la 
última posición intergénica. Por último hemos descartado las predicciones 
de promotores dependientes de sigma54 orientados en posición inversa a la 
dirección del gen al cual están asociados.  
 
3.1.2.1.1. Selección del umbral para la predicción de promotores 
sigma54 
 
Para seleccionar un umbral en las puntuaciones obtenidas que nos permita 
obtener el mínimo número de falsos positivos,  separamos las bacterias  
rpoN+ y las rpoN-, y corrimos GenomeMatScan en ambos grupos.  Al 
representar la frecuencia del porcentaje del total de promotores predichos 
obtenidos dentro de cada rango de puntuaciones, desde valores bajos (10) 
hasta valores altos (19’5) en ambas poblaciones de organismos (figura 5), 
observamos como la población de organismos rpoN- sigue una distribución 
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decreciente de falsos positivos a medida que la puntuación incrementa. La 
población de bacterias rpoN+ sigue una distribución parecida de la 
frecuencia relativa de promotores predichos para puntuaciones bajas; sin 
embargo, a partir de puntuaciones superiores a 15, encontramos un punto 
de inflexión que distingue claramente a ambas poblaciones. Así, elegimos 
15 como el umbral de la puntuación a partir del cual el número de falsos 
positivos es mínimo.  
 
 
Figura 5. Comparación del porcentaje del total de hipotéticos promotores dependientes 
de sigma54 según las distintas puntuaciones entre especies que presentan sigma54 
(rpoN+) y las que no lo presentan (rpoN-). A partir de puntuaciones superiores a 15 existe 
un punto de inflexión que diferencia la distribución de promotores sigma54 predichos en 
ambas poblaciones. 
 
 
Las especies de Chlamydia contienen un único gen dependiente de 
sigma54 determinado experimentalmente (Kalman et al, 1999; Mathews et 
al, 1999). Estos genes presentan una puntuación de 14’88. Por ello, el 
umbral establecido en nuestro análisis se sitúa en puntuaciones mínimas de 
14’88, obteniendo 1264 promotores dependientes de sigma54 predichos.  
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Para estimar el número de falsos negativos examinamos los promotores 
sigma54 identificados en Escherichia coli. Reitzer y Schnieder (2001) 
recopilaron 17 promotores dependientes de sigma54 en esta especie; de 
ellos hemos detectado 13. Los promotores no identificados son los 
situados en la región intergénica de glnH (puntuación de 13’72), pspA 
(puntuación de 14’37), hydN (puntuación de 11’27) y ygjG, que no aparece 
en nuestras predicciones. Dado que el número de verdaderos positivos es 
13 y el de falsos negativos es 4, el porcentaje de falsos negativos se sitúa 
alrededor del 23’5%.  
  
En el trabajo anterior de Cases et al (Cases et al, 2003), centrado en la 
especie Pseudomonas putida, se estipuló que 15 era un umbral razonable. 
En su caso, también utilizaron la comparación de las frecuencias de 
hipotéticos promotores dependientes de sigma54 entre el conjunto de datos 
a estudiar y una población de falsos positivos configurada a partir de 
promotores orientados incorrectamente. Cases et al, además, estimaron un 
15% de falsos positivos y un 25% de falsos negativos.  
 
A partir de estos parámetros de búsqueda definidos en este apartado,  es 
decir, una distancia inferior a 350 pares de base del inicio de traducción, 
una región intergénica lo suficientemente larga para poder albergar un 
promotor sigma54 de orientación correcta y puntuación superior a   14’88, 
seleccionamos un número total de 1264 promotores dependientes de 
sigma54 predichos, distribuidos en 83 especies bacterianas. 
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3.1.2.1.2 Grado de solapamiento de nuestros promotores sigma54 con 
otros trabajos  
 
Cualquier referencia a la predicción de promotores dependientes de 
sigma54 tiene como fuente de información el trabajo realizado por Barrios 
et al (1999), que recopiló 186 promotores dependientes de sigma54 
determinados experimentalmente. Cuantificar el número de nuestros 
promotores dependientes de sigma54 predichos que se han detectado 
experimentalmente no fue tarea fácil, pues el número de estos promotores 
caracterizados experimentalmente es muy inferior al obtenido en nuestro 
análisis bioinformático. De los 186 promotores descritos por Barrios, 65 de 
ellos pertenecen a las especies que hemos estudiado. Descartando las 
secuencias de los plásmidos, nos restaban 51 promotores dependientes de 
sigma54 englobados en la compilación de Barrios, 38 de los cuales están 
incluidos en nuestras predicciones (tabla 1). La sensibilidad del método, 
entendida como el porcentaje de verdaderos positivos correctamente 
identificados es del 74’5% (38 verdaderos positivos / (38 verdaderos 
positivos + 13 falsos negativos)). Esta pérdida de información tiene 
distintas explicaciones: no podemos detectar un promotor dependiente de 
sigma54 situado en la región intergénica de fixB de Bradyrhizobium 
japonicum porqué éste queda situado a 700 bps de la posición ORF 
(Gubler & Hennecke, 1988) y esta distancia queda fuera de nuestros 
filtros. Otra de las causas que no nos permiten detectar ciertos promotores 
sigma54 la encontramos en esos genes que presentan una puntuación 
inferior a nuestro umbral determinado en 15, como ya hemos comentado 
en párrafos anteriores. Por ejemplo, el gen flbF de Caulobacter crescentus 
presenta en la posición -24/-12 la secuencia TTTGGTTAA (Ramakrishnan 
et al, 1991), con una puntuación demasiado baja. Sucede lo mismo con 
otros genes como el operón rhlAB de Pseudomonas aeruginosa (Pearson et 
al, 1997),  pelS de Pseudomonas syringae (Bauer & Collmer, 1997) o rfaD 
de Vibrio cholerae (Stroeher et al, 1995). 
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Tabla 1. Promotores dependientes de sigma54 caracterizados experimentalmente y 
recopilados por Barrios, presentes en nuestras predicciones.  
 
 
Desde la compilación de promotores realizada por Barrios, más 
promotores dependientes de sigma54 han sido validados 
experimentalmente de modo individual. La tabla 2 resume el listado de 
algunos de estos genes dependientes de sigma54 determinados en un 
laboratorio. Eliminando esos genes de especies diferentes a las que hemos 
estudiado nosotros y los detectados en los plásmidos, encontramos 44 
genes dependientes de un promotor sigma54 caracterizados en distintos 
trabajos, 34 de los cuales estan presentes dentro de nuestras predicciones. 
El grado de solapamiento entre estos genes dependientes de sigma54 
detectados experimentalmente y nuestras predicciones es del 77’27%. 
Gen Organismo Referencias
levD Bacillus subtilis Martin-Verstraete et al, 1992; Martin-Verstraete et al, 1994
rocD Bacillus subtilis Gardan et al, 1995
rocA Bacillus subtilis Gardan et al, 1995
nifH Bradyrhizobium japonicum Hoover et al, 1990
nifS Bradyrhizobium japonicum Ebeling et al, 1987
nifD Bradyrhizobium japonicum Kaluza et al, 1983; Alvarez-Morales et al 1986
fixA Bradyrhizobium japonicum -
glnII Bradyrhizobium japonicum Carlson et al, 1987
glnB Bradyrhizobium japonicum Martin et al, 1989
groESL3 Bradyrhizobium japonicum Fischer et al, 1993
hupS Bradyrhizobium japonicum Black & Maier, 1995
nifB Bradyrhizobium japonicum Carlson et al, 1987
ndp Bradyrhizobium japonicum Weidenhaupt et al, 1993
flgF Caulobacter crescentus Wu et al, 1995
flbG Caulobacter crescentus Ninfa et al, 1989
pillin Caulobacter crescentus Minnich & Newton, 1987
flbN Caulobacter crescentus Dingwall et al, 1992
flgH Caulobacter crescentus Wu et al, 1995; Marques & Gober, 1995
hypA Escherichia coli Hopper et al, 1994
nac Escherichia coli Muse & Bender, 1998
hycA Escherichia coli Hopper et al, 1994
glnA Escherichia coli Reitzer & Magasanik, 1986; Ninfa et al, 1987
fdhF Escherichia coli Dixon, 1984; Birkmann & Böck, 1989
argT Escherichia coli Nonet et al, 1998
pspA Escherichia coli Jovanovic & Model, 1997; Weiner et al, 1995
glnH Escherichia coli Claverie-Martin & Magasanik, 1991; Nohno & Saito, 1987
fleSR Pseudomonas aeruginosa Arora et al, 1997
algC Pseudomonas aeruginosa Zielinski et al, 1992; Fujiwara et al, 1993
hrpL Pseudomonas syringae -
glnB Sinorhizobium meliloti -
nifN Sinorhizobium meliloti Aguilar et al. 1987
prpB Salmonella typhimurium Horswill & Escalante-Semerena, 1997
glnA Salmonella typhimurium Klose & Mekalanos, 1997
dhuA(hisJ) Salmonella typhimurium Higgins & Ames, 1982
argT Salmonella typhimurium Higgins & Ames, 1982
flaA Vibrio cholerae Klose & Mekalanos, 1998a
flrB Vibrio cholerae Klose & Mekalanos, 1998b
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Tabla 2. Promotores dependientes de sigma54 detectados experimentalmente por 
distintos autores. Los genes marcados en verde se encuentran entre nuestras predicciones, 
mientras que los marcados en negro, no. 
 
A parte del trabajo realizado por Cases y de Lorenzo (2003b), donde se 
detectaron 31 promotores dependientes de sigma54 predichos en 
Pseudomonas putida usando el mismo método de predicción que hemos 
utilizado nosotros, otros trabajos han predicho promotores dependientes de 
sigma54 in silico, en otras especies. Se ha estimado que el número de 
promotores dependientes de sigma54 en Salmonella typhimurium es de 36 
(Studholme, 2002). El método de Studholme aplica también una 
puntuación a cada promotor potencial a partir de la variación del método 
Gen Organismo Referencia
ntrA Borrelia burgdorferi Fisher et al, 2005
rpoS Borrelia burgdorferi Smith et al, 2007
flaB Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
flaD Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
flaG Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
flgB Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
flgE1 Campylobacter jejuni Kamal et al, 2007
flgE2 Campylobacter jejuni Kamal et al, 2007
flgG2 Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
flgH Campylobacter jejuni Fernando et al, 2007
fliA Campylobacter jejuni Kazmierczak et al, 2005
fljL Caulobacter crescentus Muir & Gober 2005
CT652.1 Chlamydia trachomatis Stephens et al, 1998
atoDAEB Escherichia coli Matta et al, 2007
rpoH Escherichia coli Janaszak et al, 2007
ygjG Escherichia coli Samsonova et al, 2003
fliA Helicobacter hepaticus Kazmierczak et al, 2005
flaA Helicobacter pylori Brahmachary et al, 2004
flaB Helicobacter pylori Brahmachary et al, 2004
fliA Helicobacter pylori Kazmierczak et al, 2005
HP0879 Helicobacter pylori McGowan et al, 2003
HP1362 Helicobacter pylori McGowan et al, 2003
opuC Listeria monocytogenes Y. Okada et al, 2008
rtcBA Pirellula sp. Studholme & Dixon, 2004
algD Pseudomonas aeruginosa Kazmierczak et al, 2005
fhp Pseudomonas aeruginosa Arai et al, 2005
pilA Pseudomonas aeruginosa Kazmierczak et al, 2005
pvdS Pseudomonas aeruginosa Viducic et al, 2007
rhlC Pseudomonas aeruginosa Rahim et al, 2001
ansB Pseudomonas putida Sonawane et al, 2006
hrpL Pseudomonas syringae Kazmierczak et al, 2005
glnA Shewanella oneidensis Nakasone et al, 2002
flaB3 Treponema pallidum Heuner et al, 2000
FlrA Vibrio cholerae Millikan & Ruby, 2003
HutA Vibrio cholerae Zhang & Rainey, 2008
VP1467 Vibrio parahaemolyticus Yip et al, 2005
VV1633 Vibrio vulnificus Yip et al, 2005
flgB Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
flgG Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
flhF Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
fliE Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
fliL Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
fliQ Xanthomonas campestris Hu et al, 2005
pilA1 Xylella fastidiosa da Silva Neto et al, 2008
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de entropía relativa de Stormo (Stormo, 2000). En nuestro análisis, hemos 
obtenido 24 promotores dependientes de sigma54 con una puntuación 
superior a 14’88, 18 de los cuales coinciden con las predicciones de 
Studholme. Así, el grado de solapamiento entre ambos trabajos es del 
75%. Studholme estudia la proximidad de los factores de transcripción 
EBPs a sus genes diana y establece que 15 de sus promotores dependientes 
de sigma54 están situados en posición cercana a sus EBPs, 13 de los cuales 
coinciden con nuestros promotores. Para los genes que no tienen un EBP 
situado en sus cercanías, Studholme se basa en asociaciones con genes 
parecidos en otras especies para sugerir su dependencia de sigma54, como 
es el caso de rpoH, topA, yeaG y cspB. En su análisis utilza un umbral más 
bajo que el utilizado por nosotros (ej: genes dnaT, STM2690 o pspA); 
además, busca promotores situados a una distiancia superior a 350 pares de 
base, como vemos en el gen STM2746, situado a 380 pares de base del 
inicio de traducción.  
 
Por último, existe también un trabajo de predicción de promotores 
dependientes de sigma54 en especies de α−proteobacterias (Dombrecht et 
al, 2002). Dombrecht escanea sus secuencias intergénicas mayores de 10 
pares de bases usando PATSER (Hertz et al, 1990), y mantiene todas las 
secuencias con una puntuación igual o superior al quinto percentil del total 
de puntuaciones obtenidas. En este caso, el número de promotores varía 
mucho entre nuestras especies y las suyas. La selección de este umbral 
parece incluir más predicciones de las que seleccionamos en nuestro 
análisis. Por ejemplo, hemos obtenido 6 predicciones de promotores 
dependientes de sigma54 con una puntuación superior a 14’88 en 
Sinorhizobium meliloti mientras que Dombrecht detecta 43; en 
Agrobacterium tumefaciens C58 UWash, detectamos 15 predicciones, 
mientras que en su trabajo predicen 31 promotores sigma54. 
En el caso de Sinorhizbium, 17 de estos 43 genes están contenidos en 
plásmidos, lo que explica esta diferencia; además, 14 de sus genes se 
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encuentran entre nuestras predicciones, pero con un umbral inferior al que 
hemos establecido. También encontramos un caso donde el promotor 
sigma54 predicho por Dombrecht se encuentra a una distancia de 381 
pares de base respecto el origen de traducción; como ya hemos explicado, 
nuestro corte se ha establecido en 350. 5 de nuestras 6 predicciones se 
encuentran entre las suyas.  
En el caso de Agrobacterium, 14 de nuestros promotores sigma54 
predichos se encuentran entre los datos de Dombrecht; entre los restantes 
17 promotores que contiene su estudio, encontramos 7 promotores 
sigma54 con una puntuación inferior a nuestro umbral y 4 que forman 
parte de un plásmido. El resto de genes no aparecen en nuestra base de 
datos.  
 
Resumiendo, hemos calculado el grado de solapamiento entre nuestro 
método, y otros análisis llevados a cabo en relación a sigma54. 
Experimentalmente, existen pocos promotores dependientes de sigma54 
detectados, y si los hay, están limitados a un número reducido de bacterias. 
Comparando nuestro método con algunos de estos, hemos obtenido un 
grado de solapamiento del 74% respecto la comparación de Barrios et al 
(Barrios et al, 1999), un 77% con distintos trabajos realizados a nivel 
individual en distintos genes (tabla 2) y un 76% respecto a la compilación 
de promotores dependientes de  sigma54 en Escherichia coli (Reitzer & 
Schneider, 2001). Estos porcentajes nos permiten afirmar que nuestro 
método presenta unos valores de solapamiento razonables; por ello, 
podemos empezar a realizar nuestro análisis sobre la distribución de los 
componentes del sistema sigma54 en base  a estos 1264 promotores 
dependientes de sigma54 predichos en 83 especies bacterianas. Las 
principales diferencias entre nuestro método y otros métodos de predicción 
de promotores sigma54 in silico es la inclusión o no de plásmidos en el 
análisis y el establecimiento del umbral de puntuación. Nuestro umbral 
parece ser más restrictivo que el elegido en otros estudios, pero creemos 
 
 
3. Métodos 
 37 
que es el adecuado para minimizar la presencia de falsos positivos entre 
nuestros datos. 
 
 
3.1.2.2. Obtención de operones dependientes de sigma54 
 
Las predicciones de operones para 137 de nuestras 140 especies de 
bacteria estudiadas fueron cedidas muy amablemente por Moreno-
Hagelsieb (Moreno-Hagelsieb & Collado-Vides, 2002). 79 de estas 137 
especies presentan el factor sigma54, lo que supone la predicción de 2392 
genes dependientes de sigma54, a partir de 1185 promotores sigma54. 
Ninguno de nuestros promotores sigma54 predichos quedan contenidos  
dentro de los operones.  
 
 
3.1.3. Predicción de EBPs 
 
Las proteínas activadoras de sigma54, enhancer binding proteins o EBPs, 
presentan un dominio conservado de unos 230 residuos involucrados en la 
interacción dependiente de ATP con el factor sigma54 (Austin et al, 1991; 
Morett & Segovia, 1993). Este dominio está anotado en Pfam como 
PF00158 (Finn et al, 2006). Hemos usado los datos de TIGR para localizar 
todos los genes con el dominio de interacción con sigma54 con un umbral 
de puntuación de HMM superior a -94’80, valor establecido por TIGR a 
partir del cual se evita la presencia de falsos positivos: todos los genes que 
presentan el dominio de activación de sigma54 con una puntuación HMM 
superior al límite establecido serán considerados como activadores de la 
transcripción dependiente de sigma54. 
 
Obtenemos un total de 630 EBPs en el conjunto de bacterias estudiadas.  
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3.1.3.1. Predicción de los sitios de unión de las proteínas activadoras 
de sigma54 
 
Para predecir los sitios de unión de las EBPs, las upstream activating 
sequences  (UAS), se utilizó el programa UASScan desarrollado por Cases  
et al (Cases et al, 2003b). El algoritmo se basa en la particularidad que 
presentan este tipo de secuencias (Schneider et al, 1986); por ello, detecta 
dos repeticiones de secuencias palindrómicas de 16 o 17 pares de base de 
longitud, cada una de ellas formadas por dos repeticiones invertidas de 8 
pares de bases, en la región que precede a un promotor dependiente de 
sigma54. El programa otorga puntuaciones según el grado de perfección 
de los palíndromos, es decir, puntuaciones altas para esas cuatro hemicajas 
que conforman los dos palíndromos con una secuencia muy similar. Los 
parámetros usados en UASScan han sido los siguientes: 8 pares de base de 
longitud de cada hemicaja, 0 o 1 base de distancia  de separación entre 
cada hemicaja que cada uno de los 2 palíndromos, entre 17 y 45 pares de 
base de separación entre ambos palíndromos y una distancia entre 50 y 250 
entre las UAS y el promotor sigma54.  
 
 
3.1.3.1.1. Cálculo de la distancia euclídea entre cada par de UAS 
 
Una vez detectado el conjunto de UAS mediante UASScan, hemos medido 
como de similares son cada par de secuencias comparando su distancia 
euclídea. La figura 6 resume el proceso llevado a cabo, para la obtención 
de la distancia que separa cada par de secuencias UAS analizadas. Los 
cálculos se han realizado utilizando el lenguaje de programación R. 
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Figura 6. Ejemplo del cálculo de la distancia euclídea entre tres UAS distintas. a) 
Recopilación de UAS provenientes de UASscan. b) Realizamos una matriz de posición, 
para cada UAS, contando la frecuencia de A,C,G,T (filas) en cada una de las 4 hemicajas 
de ocho pares de bases que configuran una secuencia UAS (columnas). c) Para cada par 
de matrices obtenidas, calculamos la distancia euclídea entre cada una de sus posiciones 
(n: número total de posiciones filas x columnas, p: posición i matriz 2, q: posición i 
matriz 1). Obtenemos así la distancia euclídea entre cada par de secuencias.    
 
 
3.1.3.1.2. Agrupación de UAS parecidas 
 
Para agrupar las secuencias parecidas hemos realizado un proceso de 
clusterización haciendo una partición de los datos en distintos 
subconjuntos en función a su grado de similitud. El tipo de agrupamiento 
realizado ha sido de tipo jerárquico aglomerativo, donde cada caso es un 
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cluster. Se calcula la distancia entre todos los clusters, y los dos más 
cercanos, se agruparán para formar un único cluster.  Si hay un tercer caso 
que, ahora, está más cercano al cluster creado por los dos primeros casos, 
se añade al cluster. Y así sucesivamente. El procedimiento se va repitiendo 
hasta que todos los casos forman un único cluster (figura 7).  
Para buscar el cluster más cercano a los clusters existentes hemos usado el 
procedimiento del vecino más lejano, que utiliza la distancia entre los dos 
puntos más separados de los dos clusters. 
 
 
Figura 7. Esquema del método de clusterización jerárquico y aglomerativo realizado. Los 
círculos rojos representan los clusters que se van creando. Las líneas azules es la distancia 
calculada entre los puntos más alejados de cada grupo (vecino más lejano). Los datos de 
este ejemplo son ficticios. 
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3.1.3.1.3. Determinación del número de grupos de UAS parecidas  
 
Uno de los principales problemas de los métodos de agrupamiento es 
determinar el número total de grupos que se forman. Existen casos donde 
antes de empezar un proceso de agrupamiento de este tipo se conoce el 
número total de grupos que han que formarse; sin embargo, en muchos 
otros casos, como es el nuestro, se desconoce el número final de clusters 
que debe seleccionarse. 
 
El criterio del “codo” (Elbow criterium) establece como determinar este 
número de clusters que se han formado después del proceso de 
agrupamiento (Ketchen, 1996).  
Este principio constituye que se debe elegir un número de clusters (n) que, 
al añadir otro grupo más (n+1), el incremento de la información nueva 
adquirida en la nueva composición de los clusters, disminuya. Dicho de 
otra manera, el método intenta determinar la máxima homogeneidad 
dentro de cada cluster, con la máxima heterogeneidad entre los distintos 
clusters. 
Representando gráficamente el porcentaje de varianza explicada por los 
clusters contra el número de grupos (figura 8) observamos un punto donde 
el incremento del porcentaje de varianza explicada deja de incrementar 
para estabilizarse, llegando a formar un ángulo en el gráfico.  El porcentaje 
de varianza explicada mide la varianza entre los distintos clusters con 
respecto a la varianza total. Este punto indica el número de clusters 
creados a partir del cual el incremento de información nueva que nos 
aporta el hecho de añadir un nuevo grupo, empieza a disminuir; por ello, 
este número de grupos será nuestro corte.  
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Figura 8. Criterio del codo. Vemos que a partir de 4 grupos (círculo verde) el porcentaje 
de varianza explicada deja de incrementar exponencialmente; por eso, el número de 
grupos elegidos debería de ser 4. Los datos de esta figura son ficticios.  
 
 
 
3.2.  Detección de genes ortólogos 
 
Para identificar los genes ortólogos de cada uno de los genes dependientes 
de sigma54 predichos realizamos una búsqueda BLAST para la secuencia 
de cada gen dependiente de sigma54, contra todos los genes de bacterias 
que contienen el factor sigma54. Así, para cada gen dependiente de 
sigma54 buscamos sus genes ortólogos con un P-value inferior a 10e-10, 
una longitud de secuencia compartida superior al 80% de la longitud del 
gen y una relación “best-bidirectional hit” (BBH) entre cada par de genes 
analizados. Dados dos genes Xa y Xb de dos genomas diferentes Ga y Gb, 
se dice que Xa y Xb son un BBH si no existe ningún gen Zb en Gb que es 
más similar a Ga de lo que lo es Xb, y no existe ningún gen Za en Ga, más 
similar a Gb de lo que lo es Xa.  
 
Para generar los grupos de genes ortólogos, seleccionamos los genes 
ortólogos de cada una de nuestras predicciones; con cada uno de estos 
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genes seleccionados buscamos, a su vez, sus ortólogos. Este conjunto de 
genes formarán cada uno de los clusters de genes ortólogos a estudiar. 
 
 
 
3.3. Asignación funcional 
 
En nuestro análisis hemos usado dos tipos distintos de anotaciones 
funcionales para determinar las funciones asignadas a las predicciones de 
genes dependientes de sigma54 obtenidas: términos GO y términos “TIGR 
function roles”. Los términos GO (Ashburner et al, 2000) representan la 
descripción de un gen en forma de vocabulario controlado en términos de 
los procesos biológicos a los que se asocia, sus componentes celulares y su 
función molecular. Sin embargo, pocos genes tienen un término GO 
asociado, por ello, hemos ampliado la asignación funcional relacionando 
nuestras predicciones de genes con distintos “TIGR functional roles” 
(www.tigr.org) o, lo que es lo mismo, asociación manual de funciones 
realizada por TIGR. 
 
3.4. Asociación del estilo de vidas de las bacterias 
 
El estilo de vida se ha determinado con GenomeMine, un servidor web que 
presenta una interesante colección de información ecogenómica para un 
número alto de especies bacterianas (Field et al, 2005). GenomeMine 
contiene un conjunto de datos formado por veinte campos de información 
ecológica provenientes de distintas publicaciones y del manual Bergey,. 
Hemos utilizado los datos referentes a la propiedad “dependencia de un 
hospedador”, según la cual se asocia a cada bacteria con un estilo de vida 
libre o asociado a un hospedador.  
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3.5. Almacenamiento e interactividad de los datos 
obtenidos 
 
3.5.1. Creación de una base de datos 
 
Una vez obtenidos todos los datos iniciales, desarrollamos una base de 
datos ordenada y coherente que nos ha permitido almacenar y relacionar 
nuestros datos. Esta base de datos ha sido implementada utilizando 
MySQL, lo que nos ha permitido conectar nuestra información 
directamente con la de otras bases de datos que utilizan el mismo formato, 
como Omniome del Comprehensive Microbial Resource (Peterson et al, 
2001), y obtener, así, acceso a un gran número de información para cada 
una de nuestras predicciones. La figura 9 representa la estructura básica de 
la base de datos creada, donde, para cada una de nuestras predicciones de 
genes dependientes de sigma54, podemos obtener información referente a 
su grupo taxonómico, a sus asignaciones funcionales (GOTerms o TIGR 
roles), a sus EBPs o a su estilo de vida.   
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Figura 9. Estructura del contenido de la base de datos que contiene las predicciones de 
los distintos datos relacionados con sigma54. Las líneas rojas conectan los id de los 
organismos, mientras que las azules, los locus. 
 
 
3.5.2. Realización de un servidor web 
 
Hemos desarrollado un servidor web para facilitar el estudio de las 
predicciones del factor sigma54 en los microorganismos analizados. El 
usuario, a partir de las predicciones de promotores dependientes de 
sigma54 realizadas y almacenadas en nuestras bases de datos, puede tanto 
definir una serie de parámetros para obtener predicciones de componentes 
del sigmulón sigma54, como relacionarlos con otras bases de datos: 
distribución de sigma54 en las distintas especies, compilación de 
elementos genéticos dependientes de sigma54 para un solo organismo, 
asignación funcional de nuestros genes dependientes de sgiam54 a partir 
de términos GO (Ashburner et al, 2000) y/o TIGRroles (Peterson et al, 
2001), búsqueda de ortólogos, detección de operones según RegulonDB 
(Gama-Castro et al, 2008), relación de información ecológica con los datos 
de GenomeMine y representación gráfica de las coordenadas de los 
promotores sigma54 predichos. 
 
El sitio web (figura 10) se encuentra en http:// 
ubio.bioinfo.cnio.es/data/Sigma54Pred , y permite realizar consultas a la 
base de datos de manera sencilla y visual, lo que puede interesar tanto a 
científicos experimentales como a esos bioinformáticos interesados en la 
regulación dependiente de sigma54.  
La asociación entre los datos de nuestra base de datos y los de las bases de 
datos externas se realizó mediante el nombre del locus como nexo de 
unión con TIGR o RegulonDb, y el nombre del organismo con 
GenomeMine. 
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Figura 10. Interfaz principal del servidor web que permite buscar predicciones de genes 
dependientes de sigma54 en distintos organismos, funciones relacionadas o búsquedas de 
genes ortólogos. 
 
 
 
 
 
3.6. Uso de estadísticos e índices 
 
3.6.1. Índices utilizados 
 
3.6.1.1. Índice de especificidad ambiental de regulación 
 
Hemos ideado un índice para encontrar relaciones específicas entre la 
regulación de una función determinada y un estilo de vida concreto. 
Hemos calculado el siguiente índice: 
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I.E.A.R son las siglas de índice de especificidad ambiental de regulación, 
donde, dentro de un grupo de genes ortólogos, n es el número de genes del 
grupo dependientes de sigma54 en organismos de vida libre, m es el 
número total de genes en organismos de vida libre, o es el número total de 
genes del grupo dependientes de sigma54 en especies asociadas a  un 
hospedador y p el número total de genes de bacterias asociadas a un 
hospedador, dentro de un mismo grupo de genes ortólogos. Índices altos 
son representativos de esos grupos de genes ortólogos que presentan genes 
dependientes de sigma54 de modo preferente en bacterias de vida libre; 
contrariamente, valores del índice negativos representan grupos de genes 
ortólogos cuya dependencia a sigma54 es mayoritaria de organismos 
asociados a un hospedador.  
 
 
3.6.1.2. Índice de biodiversidad Shannon 
 
El índice de Shannon es uno de los distintos métodos para medir la 
biodiversidad. La ventaja que presenta este método es que tiene en cuenta 
la cantidad de organismos diferentes presentes en nuestro conjunto de 
datos analizados (abundancia) y la cantidad relativa de bacterias diferentes 
en cada uno de los grupos taxonómicos definidos (riqueza) (Shannon, 
1948).  
 
  
donde pi es la proporción de bacterias de una clase taxonómica i respecto 
el total de microorganismos (es decir, la abundancia relativa de individuos 
de la clase taxonómica i) y S es el número de grupos taxonómicos 
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definidos (riqueza).  Un ejemplo del índice de Shannon lo vemos en el gen 
glnK, dependiente de sigma54 en 7 especies de α-proteobacteria, 1 de 
Aquificales, 1 de β-proteobacteria, 11 de Enterobacteriales y 1 de 
Methylococcales. El índice se calcularía de la siguiente manera: 
 
H’= - [(7/21)*ln(7/21)] + [(1/21)*ln(1/21)] + [(1/21)*ln(1/21)] + 
[(11/21)*ln(11/21)] + [(1/21)*ln(1/21)] =  
=- ((-0,366) + (-0,145) + (-0,145) +(-0,339) + (-0,145))= -(-1,14) = 1,14 
 
Normalizamos el valor,  H’= 1,14 / ln(21) = 0,374 
 
Los grupos taxonómicos definidos han sido los siguientes: α-
proteobacteria (9 especies), Aquificales (1), Bacillales (9), Bacteroidales 
(2), β-proteobacteria (9), Chlamydiales (7), Chlorobia (1), Clostridia (4), 
δ-proteobacteria (3), ε-proteobacteria (5), Alteromonadaceae (1), 
Enterobacteriales (13), Methylococcales (1), Pseudomonales (3), 
Vibrionales (4), Xanthomonadales (2), Xanthomonas grupo (2) 
Lactobacillales (2), Planctomycetales (1) y Spirochaetales (4). 
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3.6.2. Comparación de datos numéricos entre poblaciones 
diferentes 
 
 
3.6.2.1. Diagrama box-and-whisker 
 
Los boxplot o diagramas de caja nos permiten representar gráficamente y 
de modo conveniente un conjunto de datos numéricos (figura 11). Se 
representan cinco valores: el mínimo, el máximo, el primer y tercer cuartil 
y la mediana. Del valor mínimo al primer cuartil se observa el 25% de los 
datos. De Q1 a la mediana se observa la misma cantidad y así 
sucesivamente. Este diagrama permite ver algunas características generales 
de la distribución tal como simetría y dispersión, así como visualizar 
diferencias entre las poblaciones comparadas (Frigge, 1989).  
 
 
 
Figura 11. Representación esquemática de los componentes de un diagrama de caja o 
Box-and-Whisker. 
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Los valores atípicos son esos valores numéricamente distantes del resto de 
datos. En un diagrama de caja, se considera que un valor es atípico si se 
encuentra 1’5 veces la distancia entre el primer y el tercer cuartil. En la 
descripción de los resultados obtenidos hemos detallado los casos donde 
hemos eliminado algún valor atípico de los datos estudiados. 
 
3.6.2.2. Pruebas estadísiticas 
 
La prueba de Kolmogórov-Smirnov es una prueba no paramétrica que se 
utiliza para determinar la bondad de ajuste de dos distribuciones de 
probabilidad entre sí. En nuestros análisis comparamos distribuciones que 
no pueden ser definidas a priori, ya que en muchos casos no podemos 
asumir que los datos se ajustan a una distribución normal.  
En los casos donde sí podemos asumir que la distribución de los datos 
sigue una distribución normal se ha aplicado el test de comparación de 
medias (t-test).  
Ambas pruebas nos han permitido establecer diferencias significativas 
entre datos de dos poblaciones diferentes analizadas. Si la probabilidad 
obtenida entra dentro del intervalo de confianza inferior a 0’05, la 
hipótesis nula, que asume que ambas poblaciones no difieren, se descarta a 
favor de la hipótesis alternativa, que establece que los grupos analizados 
difieren. 
Estos análisis estadísticos han sido realizados mediante el programa 
Statgraphics Plus 5.1. 
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4.1. Distribución de los componentes del sistema sigma54 
 
En esta primera sección vamos a estudiar la distribución de los distintos 
componentes que conforman el sistema sigma54, empezando primero por 
los promotores dependientes de sigma54 y los operones que dependen de 
ellos (que forman el sigmulón sigma54). Posteriormente nos centraremos 
en la distribución de las proteínas activadoras del sigma54, que junto a sus 
secuencias de unión (estudiadas más adelante) y sus genes diana, forman 
los distintos regulones dependientes de sigma54.  
 
Una vez recopiladas todas las predicciones de los componentes del sistema 
sigma54 y determinado el grado de cobertura del método de predicción 
que hemos utilizado, definido en métodos, vamos a analizar los datos 
obtenidos para estudiar: (i) la distribución de los elementos que forman 
parte del sistema sigma54 en las distintas especies, (ii) la existencia de 
factores que influyen en esta distribución y (iii) la conservación de la 
composición del sistema sigma54 en distintas especies bacterianas. El 
objetivo principal de este análisis es obtener nuevas pistas sobre la 
evolución del mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente de 
sigma54. 
 
 
4.1.1. Factores que influyen en la distribución del mecanismo de 
iniciación de la transcripción dependiente de sigma54 
 
En este primer apartado queremos analizar si existen variables que 
determinan la presencia del factor sigma54 en una bacteria. Por ello, 
hemos tenido en cuenta las siguientes propiedades: localización 
taxonómica, tamaño de los genomas y estilo de vida de cada organismo 
estudiado. Así, intentaremos establecer si el hecho de formar parte de un 
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grupo taxonómico específico, presentar un genoma grande o tener un estilo 
de vida concreto determinan la presencia del factor sigma54 y cual es su 
importancia relativa en la regulación global de los organismos. 
 
 
4.1.1.1 Distribución filogenética del gen rpoN 
 
Hemos comparado el grupo de organismos rpoN+ (los que poseen el factor 
sigma54) con los organismos rpoN- en base al emplazamiento taxonómico 
de cada especie, el tamaño de sus genomas y su estilo de vida.  
De los 140 organismos estudiados inicialmente, 56 de ellos, un 40%, no 
presentan rpoN en su genoma; 84 especies, el 60%, sí. La figura 12 
representa la distribución del gen rpoN a lo largo de las distintas familias 
de bacterias utilizadas en nuestro estudio.  
Dentro del filum de Firmicutes, encontramos que las familias de 
Bacillaceae (Débarbouillé et al, 1991; Gardan et al, 1997), Listeriaceae, 
Enterococcaceae, Clostridiaceae, Thermoanaerobacteriaceae y la especie 
de Lactobacillus plantarum presentan el factor sigma54 en su genoma.  
Leptospira interrogans y especies de Treponema forman parte del filum 
Spirochaetes, y también presentan genes dependientes de sigma54 (Fraser 
et al, 1997).  
Encontramos la mayoría de especies del filum Proteobacteria con 
presencia del gen rpoN. Todas las bacterias de las clases β-proteobacteria 
(Cramm et al, 2006), δ-proteobacteria (Keseler & Kaiser, 1997) y ε-
proteobacteria (Pereira et al, 2006) estudiadas en este trabajo presentan 
rpoN, al igual que subgrupos de  las clases α- (Bruno Dombrecht et al, 
2002) y γ-proteobacteria (Merrick, 1993).  
Encontramos también rpoN en fila como Chlamydiae (Kalman et al, 1999; 
Mathews et al, 1999;  Studholme & Buck 2000a), Bacteroidetes, Chlorobi 
y Aquificae (Chen et al, 2007).  
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Otro dato de interés es la existencia de algunas especies con doble copia 
del gen rpoN: Bordetella bronchiseptica RB50, Bordetella parapertussis 
12822, Bradyrhizobium japonicum, Mesorhizobium loti MAFF303099, 
Ralstonia solanacearum GMI1000, Wolinella succinogenes DSMZ 1740, 
Xanthomonas campestris y Xanthomonas axonopodis.  Como ya hemos 
comentado en la introducción de este trabajo, ambos genes presentan 
patrones de expresión diferentes y se especula que podrían estar 
implicados en la regulación de genes funcionalmente diferentes (Kullik et 
al, 1991; Michiels et al, 1998). 
 
A pesar de su extensa localización en especies muy diversas, el hecho de 
que dentro de cada grupo taxonómico, ya sea fila o, incluso, familias, 
encontramos especies que contienen rpoN y especies que no, nos señala 
que la presencia del factor sigma54 no sigue un patrón taxonómico. Este 
análisis sugiere tambien que, dada su amplia distribucion taxonómica, el 
factor sigma54 debe de ser un gen muy antiguo y que los organismos que 
no lo presentan posiblemente lo han perdido.  
 
En el apéndice 1 se detalla información sobre la distribución del sistema 
sigma54 en cada una de las especies estudiadas. 
 
 
4. Resultados 
 56 
 
Figura 12. Distribución de rpoN en los distintos grupos filogenéticos estudiados (casillas 
coloreadas: especies con presencia de rpoN, casilla en blanco:especies sin el gen).  
 
Como la presencia de sigma54 en el conjunto de bacterias estudiadas no 
sigue un perfil taxonómico definido, analizamos si la presencia del gen 
rpoN podría estar relacionada con el tamaño del genoma y/o el estilo de 
vida. 
El tamaño de los genomas bacterianos se ha descrito como una propiedad 
importante que influye directamente en los mecanismos de regulación (van 
Nimwegen, 2003; Cases et al, 2003;  Pérez-Rueda et al, 2004;  Ranea et 
al, 2004). Estos trabajos establecen que los genomas grandes tienden a 
contener un número de factores de transcripción más elevado que los 
genomas bacterianos más reducidos. Esto se debería a que los genomas 
grandes necesitan una expresión coordinada de un número elevado de 
funciones celulares diferentes. Hemos analizado si esta relación también es 
aplicable para la presencia del gen rpoN. También se ha propuesto una 
correlación entre el estilo de vida de una bacteria y la composición de su 
aparato regulador; las bacterias de vida libre presentan más reguladores en 
FILUM CLASE ORDEN FAMILIA GÉNERO ESPECIE
Firmicutes Bacilli Bacilliales Staphylococcaceae
Bacillaceae
Listeriaceae
Lactobacillales Lactobacilleae Lactobacillus johsonii
plantarum
Streptococcaceae Streptococcus
Lactococcus lactis
Enterococcaceae Enterococcus faecalis
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae
Thermoanaerobacteriales Thermoanaerobacteriaceae Thermoanaerobacter tengcongensis
Mollicutes
Cyanobacteria
Spirochaetes
Proteobacteria Alphaproteobacteria subgrupo rpoN+
Rickettsiales
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria Pasteurellales
Legionellales Coxiellaceae Coxiella burnetii
Enterobacteriales Enterobacteriaceae Wigglesworthia
Buchnera
Blochmannia
subgrupo rpoN+
sub*
Deltaproteobacteria
Epsilonproteobacteria
Fusobacteria
Chlamydia
Actinobacteria
Bacteroidetes
Chlorobi
Deinococcus
Aquificae
Thermotogae
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su genoma que los microorganismos endosimbiontes o parásitos 
intracelulares (Stover et al, 2000; Ochman & Moran, 2001; Andersson, 
2000; Tamas et al, 2001; Cases et al, 2003; Konstantinidis & Tejde, 2004). 
 
Las 84 bacterias rpoN+ son en general más grandes, con una media de 
3’96?1’75 Mbps, que las 56 rpoN-, con una media de 2’46?1’81. Esta 
diferencia es significativa  (p-valor de 10e-6 mediante el test estadístico 
Kolmogorov-Smirnov). La figura 13 nos muestra gráficamente la 
comparación entre organismos rpoN+ y rpoN- en relación a los tamaños 
genómicos. Es destacable el hecho que ninguno de los organismos con un 
tamaño menor de 1 Mbp posee el factor sigma54. 
Figura 13. Representación de la distribución de especies rpoN+ y rpoN- según el tamaño 
de sus genomas. Los valores dentro de las barras son números absolutos de especies, 
mientras que los porcentajes del eje Y representan el porcentaje de organismos de cada 
tipo, para cada uno de los tamaños.  
 
Del mismo modo que en otros estudios se detectaba una relación directa 
entre el tamaño de las bacterias y el número de factores de transcripción, 
las bacterias de genomas grandes tienden a ser rpoN+.  
Cuando clasificamos las bacterias según su estilo de vida, observamos que 
alrededor del 43% de microorganismos presentan un estilo de vida libre 
(60 de las 140 bacterias), mientras que el 57% restante se asocian a un 
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hospedador. El 51% las especies rpoN+ son de vida libre, mientras que en 
las bacterias rpoN-, este porcentaje desciende hasta el 30% (figura 14). 
Estos número indican que las especies de vida libre tienden a ser 
sigma54+, frente a las asociadas a un hospedador (p-valor=0’014, test de 
Chi-cuadrado).  
 
Figura 14. Representación del porcentaje de especies que presentan estilos de vida 
diferentes en bacterias rpoN+ y rpoN-. Los valores dentro de las barras son números 
absolutos de especies, mientras que los porcentajes del eje Y representan el porcentaje de 
organismos asociados a un hospedador o de vida libre en ambas poblaciones de 
microorganismos.  
 
 
Hemos detectado relaciones directas entre la presencia del gen que 
codifica el factor sigma54, el tamaño del genoma y el estilo de vida de las 
bacterias. Presentar genomas grandes y un estilo de vida libre favorecen la 
presencia del factor sigma54 en las bacterias.  
 
Llegados a este punto, queremos determinar la importancia relativa del 
sistema sigma54 en la regulación global. Por ello, vamos a cuantificar el 
número de promotores sigma54, el número de genes dependientes de estos 
promotores y el número de EBPs. 
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4.1.1.2. Promotores dependientes de sigma54 
 
El punto de partida en el análisis de los componentes del sistema sigma54 
son los promotores dependientes de sigma54. Queremos estudiar si la 
cantidad de estos promotores se ve influenciada por los mismos factores 
que influyen la distribución del gen rpoN. Como ya hemos detallado en 
métodos, predecimos un total de 1264 promotores dependientes de 
sigma54 en 83 genomas bacterianos. Del total de 84 bacterias analizadas, 
no encontramos promotores dependientes de sigma54 en el genoma de 
Chlamydia trachomatis, lo que establece en 83, el número total de 
bacterias a estudiar. 
 
La distribución de estos 1264 promotores entre las distintas clases 
taxonómicas queda representada en la figura 15. A nivel individual, los 
organismos con mayor proporción de promotores dependientes de sigma54 
son Geobacter sulfurreducens (0’92 por cada 100 genes), Bradyrhizobium 
japonicum (0,84), las tres especies de Pseudomonas (0’80 cada una), 
Bdellovibrio bacteriovorus (0’78), Rhodopseudomonas palustris (0’77), 
Desulfovibrio vulgaris (0’71) y Campylobacter jejuni (0’67), mientras que 
la menor proporción la encontramos en el grupo de Neisseria meningitidis 
(0’05), Treponema denticola (0’07), Clostridium perfringens (0’07), 
Leptospira interrogans (0’08), Brucella melitensis (0’09) y Sinorhizobium 
meliloti (0’10). El motivo que justifica la baja proporción de promotores 
sigma54 en Sinorhizobium meliloti podría ser que esta bacteria presenta los 
genes “nif” y “nod”, dependientes de sigma 54, en plásmidos (Broughton, 
1984), a diferencia de otras, como Bradyrhizobium japonicum, que 
presentan estos genes en su cromosoma y una mayor proporción de 
promotores sigma54.  
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Figura 15. Diagrama de cajas de la distribución del número de promotores sigma54 cada 
100 genes (eje X). Los valores en verde representan el número de especies de cada clase 
taxonómica sigma54+.  
 
Observando la figura 15, vemos como la clase taxonómica con mayor 
proporción de promotores dependientes de sigma54 predichos respecto el 
total de número de genes de cada genomas es δ-proteobacteria, con una 
media de 0’87 predicciones de promotores dependientes de sigma54 cada 
100 genes. Otra clase taxonómica  con una proporción alta es la de las γ-
proteobacterias, con una media de 0’54. En α-proteobacterias, en cambio, 
observamos una variación alta, que va desde 0’87 en Bradyrhizobium 
japonicum hasta 0’09 en Brucella melitensis. Las ε-proteobacterias 
también presentan una notable variedad en la proporción de promotores 
sigma54: 0’66 promotores sigma54 en Campylobacter jejuni comparado 
con 0’19 en Wolinella succinogenes. Otras clases como Bacillales o 
Spirochaetes presentan proporciones más uniformes, aunque menores. 
Así, existe mucha variación en la proporción de promotores dependientes 
de sigma54 dentro de cada clase taxonómica, lo que indica que no existe 
una relación entre el número de promotores de este tipo con la taxonomía. 
Si el patrón no es taxonómico, deben existir otros factores que hacen que 
bacterias parecidas presenten un número de promotores diferentes. 
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En el siguiente análisis tratamos de determinar si existe relación entre el 
número de promotores sigma54 con el tamaño de los genomas bacterianos. 
La representación gráfica de esta relación se encuentra en la figura 16, y 
podemos apreciar claramente como ambas variables no tienen ninguna 
relación. Especies como Campylobacter jejuni, Helicobacter hepaticus, 
Parachlamydia sp. o las δ-proteobacterias presentan una proporción de 
promotores de sigma54 alta en comparación con su tamaño, mientras que 
otras como Leptospira interrgans o Sinorhizobium meliloti, no. Si 
comparamos el número de promotores dependientes de sigma54 con el 
número total de genes en vez de con el tamaño en Mpbs, no obtenemos 
diferencias significativas (datos no mostrados) con respecto a los datos 
mostrados en la figura 16. 
 
 
Figura 16. Representación del número de promotores dependientes de sigma54 por cada 
100 genes versus el tamaño del genoma. Bj: Bradyrhizobium japonicum, Ch: especies de 
Chlamydiaceae; Cj: Campylobacter jejuni; Hh: Helicobacter pylori; Li: Listeria 
monocytogenes; Pchl: Parachlamydia sp; Sm: Sinorhizobium meliloti; DELTA: 
Deltaproteobacteria; GAMMA; Gammaproteobacteria.  
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Dado que no hemos encontrado una relación de dependencia entre el 
número de promotores dependientes de sigma54 con la taxonomía o el 
tamaño de los genomas, vamos a estudiar si esta relación existe con el 
estilo de vida de las bacterias.  
 
En el punto 4.1.1.2. ya hemos observado la relación directa entre la 
presencia del gen rpoN y el hecho de vivir libremente en el medio. Ahora, 
queremos determinar si la cantidad de promotores sigma54 predichos por 
genoma también sigue esta relación.  
Los números representados en la figura 17 nos permiten apreciar que los 
organismos asociados a un hospedador presentan un menor número de 
promotores sigma54. La media de microorganismos asociados a un 
hospedador es de 0’31 promotores sigma54 cada 100 genes, con una 
varianza de 0’039; en cambio, esta media incrementa hasta 0’42 
promotores con una varianza de 0’066 en bacterias de vida libre. Esta 
diferencia es significativa (p-valor 0’04, t-test). 
 
 
Figura 17. Representación de la proporción de promotores dependientes de sigma54 cada 
100 genes, según el estilo de vida. Los valores dentro de las barras son números absolutos 
de especies, mientras que los porcentajes del eje Y representan el porcentaje de 
organismos entre ambas poblaciones. 
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En resumen, los resultados obtenidos en el análisis de la distribución de 
promotores sigma54 en las distintas bacterias indican una relación entre el 
número de promotores y el estilo de vida. En cambio, no encontramos 
correspondencia entre este número y el tamaño de los genomas.  
 
 
 
4.1.1.3. Genes dependientes de sigma54 
 
Como hemos comentado en la introducción, el número de promotores y el 
de genes dependientes de sigma54 no es el mismo, debido a la presencia 
de operones, o conjuntos de genes que se transcriben desde un mismo 
promotor. Podría ser que la diferencia observada entre organismos de vida 
libre y los asociados a un hospedador no se diera en el número de genes, si 
estas últimas especies tuvieran operones más largos.  
 
De nuestros 83 organismos con el factor sigma54, encontramos 
predicciones de operones en RegulonDB (Huerta et al, 1998) para 79 de 
ellos. Esto supone la predicción de 2392 genes dependientes de sigma54, a 
partir de 1185 unidades transcripcionales dependientes de sigma54. No 
hemos podido obtener predicciones de operones para las especies de 
Agrobacterium tumefaciens C58 UWash, Parachlamydia sp. UWE25, 
Pirellula sp strain 1 y Shigella flexneri 2a str. 301.  Nuestras 1185 
predicciones de promotores sigma54 siempre aparecen situadas al 
principio de un operón predicho en RegulonDB. 
 
Existe una gran varianza en el número de genes dependientes de sigma54 
dentro de grupos taxonómicos cercanos, como ya vimos en el estudio de 
los promotores (figura 18).  
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Figura 18. Diagrama de cajas de la distribución del % medio de genes dependientes de 
sigma54 por cada clase taxonómica estudiada (eje X). Los valores en verde representan el 
número de especies de cada clase taxonómica con el factor sigma54 en su genoma.  
 
 
Tampoco podemos establecer una relación lineal entre el porcentaje de 
genes dependientes de sigma54 y el tamaño de un genoma, como se 
aprecia en la figura 19.  
 
 
Figura 19. Relación entre el porcentaje de genes dependientes de sigma54 predichos y el 
tamaño de los genomas estudiados.  
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Al analizar la relación entre el porcentaje de genes dependientes de 
sigma54 y el estilo de vida de las bacterias,  otra vez encontramos 
diferencias significativas (p-valor 0’012, test Kolmogorov-Smirnov) entre 
organismos de vida libre (con una media de 0’90 genes y una varianza de 
0’35) y organismos asociados a un hospedador (con una media de 0’57 y 
una varianza de 0’17) (figura 20).  
 
 
Figura 20. Representación de la proporción de genes dependientes de sigma54 según el 
tipo de relación entre una bacteria y el nicho que le rodea. Los valores dentro de las barras 
son números absolutos de especies, mientras que en el eje Y se representa el porcentaje de 
organismos entre ambas poblaciones. 
 
 
Los resultados obtenidos en el análisis del número genes dependientes de 
sigma54 coinciden con el obtenido en el estudio de los promotores 
dependientes de sigma54. Estos resultados sugieren que el estilo de vida 
libre favorece la presencia de un mayor número de promotores y genes 
dependientes de sigma54, con respecto a las bacterias asociadas a un 
hospedador.  
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4.1.1.3.1. Longitud de los operones dependientes de sigma54 
 
Otro dato interesante en el estudio del regulón sigma54 concierne la 
longitud de los operones dependientes de sigma54. Estudios anteriores 
establecen una correlación inversa entre el número total de genes de los 
genomas y el tamaño de sus operones (Cherry, 2003). Nos preguntamos si 
los operones dependientes de sigma54 son más largos en organismos de 
tamaño más pequeño, en acuerdo con las conclusiones obtenidas por 
Cherry. También queremos estudiar la influencia del estilo de vida de una 
bacteria en el tamaño de los operones dependientes de sigma54.  
Con las predicciones de regulones facilitadas por Moreno-Hagelsieb 
hemos calculado la media del tamaño de los operones dependientes de 
sigma54 para cada especie estudiada. La relación entre el número de genes 
por operón dependiente de sigma54 y el tamaño de los genomas no es 
lineal (figura 21).  
 
 
 
Figura 21. Relación entre la longitud de los operones dependientes de sigma54 y el 
tamaño de los genomas.  
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En referencia al estilo de vida de las bacterias,  los operones sigma54 de 
organismos asociados a un hospedador presentan una media de 
1’85?0’64 genes, mientras que los de vida libre 2’04?0’29. La 
distribución de ambos tipos de organismos son significativamente 
diferentes (p-valor de 0’014, test Kolmogorov-Smirnov), o sea,  los 
operones dependientes de sigma54 de los organismos de vida libre son 
más largos (figura 22).  
 
También hemos detectado una diferencia significativa entre la longitud de 
los operones dependientes de sigma54 y la longitud media de todo el 
conjunto de operones, tanto en organismos asociados a un hospedador, 
como en los de vida libre (figura 22). En organismos de vida libre, la 
media del total de operones es de 1’62 (varianza de 0’029), mientras que 
los dependientes de sigma es de 2’04 (varianza de 0’29); la diferencia 
entre ambas poblaciones es significativa (p-valor 1’3e-7, test de 
Kolmogorov-Smirnov).  En organismos asociados a un hospedador, la 
media de operones sigma54 (1’85?0’64) es significativamente mayor que 
la de la longitud de todos los operones (1’77?0’07), con un p-valor de 
0’045 (test de Kolmogorov-Smirnov). 
 
Los resultados obtenidos en esta sección indican que la longitud de los 
operones dependientes de sigma54, es superior a la longitud media del 
total de operones en cada organismo. Además, hemos detectado que los 
organismos de vida libre presentan operones sigma54 más largos que los 
de organismos asociados a un hospedador, sin que exista una relación entre 
la longitud de estos operones y el tamaño de los genomas.  
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Figura 22. Representación de la distribución de la longitud media de los operones 
dependientes de sigma54 y del total de operones en bacterias de vida libre (fondo azul) y 
asociados a un hospedador (fondo verde). La tabla representa las medias obtendias y su 
varianza (entre paréntesis). Los números en azul representa el p-valor de las 
comparaciones. 
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4.1.1.4. Enhancer binding proteins (EBPs) 
 
La presencia de proteínas activadoras de sigma54, enhancer binding 
proteins (EBPs), es necesaria para que se dé el inicio de la transcripción 
dependiente de sigma54. En este caso, queremos analizar la influencia de 
los factores filogenéticos, del tamaño de los genomas y del estilo de vida 
de las bacterias sobre el número de activadores de sigma54, para 
determinar si el número de estos reguladores está relacionado con estilo de 
vida, como hemos observado en los promotores y los genes dependientes 
de sigma54.  
De nuestros 83 organismos, hemos obtenido un total de 630 reguladores o 
EBPs, tal y como hemos descrito en el apartado de métodos. 
Rhodopseudomonas palustris es la especie con más EBPs detectados, con 
un total de 37; en cambio, otras bacterias presentan uno solo, como es el 
caso de las chlamydias, de las neisserias, o de especies con un genoma más 
grande, como las ε-proteobacteria.  
 
En la figura 23 podemos observar el número de proteínas activadoras de 
sigma54 cada 100 genes en distintos grupos taxonómicos. Este número es  
inferior al número de promotores dependientes de sigma54 para todas las 
clases taxonómicas estudiadas exceptuando Aquifex aeolicus (5 
promotores sigma54 y 7 EBPs ), Burkholderia mallei (10 promotores y 11 
reguladores), Treponema denticola (2 promotores y 4 EBPs) y 
Desulfovibrio vulgaris (27 promotores y 37 EBPs) . Destacamos que el 
número de EBPs en δ-proteobacterias es muy variable, mientras que 
habíamos detectado un número más constante en el análisis de sus 
promotores sigma54. Encontramos el caso opuesto en α-proteobacterias, 
donde presentan un número bajo y poco variable de EBPs en el conjunto 
de sus especies, mientras que su número de promotores dependientes de 
sigma54 es mucho más variable. Desulfovibrio vulgaris (1’04 reguladores 
para cada 100 genes), Geobacter sulfurreducens (0’87), Aquifex aeolicus 
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(0’46), Pseudomonas (0’40) y Vibrio (0’39) son los microorganismos con 
una mayor proporción de reguladores en sus genomas. En cambio, 
Lactobacillus plantarum (0’03 reguladores cada 100 genes), Clostridium 
perfringens (0’04), Neisseria (0’05), Helicobacter hepaticus (0’05) y 
Campylobacter jejuni (0’06), son la especies que presentan menor 
proporción de activadores. Ante tanta variedad en el número de EBPs por 
genoma, podemos determinar que no hay relación entre este número y el 
emplazamiento taxonómico.  
 
 
Figura 23. Diagrama de cajas del porcentaje de EBPs en los distintos grupos 
taxonómicos estudiados. 
 
 
Al  preguntarnos si los genomas de mayor tamaño contienen un mayor 
porcentaje de EBPs, vemos que ambas variables no siguen una relación 
lineal (figura 24). Tampoco encontramos una relación directa entre la 
distribución de estos EBPs y el número total de genes de los genomas 
bacterianos (datos no mostrados). Estudios anteriores  determinaban una 
fuerte correlación entre el tamaño de los genomas y el número total de 
factores de transcripción (Thieffry et al, 1998; Ranea et al, 2004; van 
Nimwegen, 2003; Cases & de Lorenzo, 2005).  
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Figura 24 Comparación del porcentaje de EBPs y el tamaño de los genomas estudiados. 
 
 
En cambio, sí que vemos una relación directa entre el porcentaje de 
proteínas activadoras de sigma54 con el estilo de vida de las bacterias, otra 
vez. Los organismos de vida libre presentan una media de 0’24 EBPs cada 
100 genes (con una varianza de 0’039), mientras que las asociadas a un 
hospedador presentan una media se reduce hasta  0’14 (con una varianza 
de 0’007) (figura 25). Estas medias son significativamente diferentes (p-
valor de 0’0024, test de Kolmogorov-Smirnov). Nuestros resultados, 
provenientes de un ejemplo específico de mecanismo de regulación 
transcripcional, coinciden con lo descrito en trabajos previos que 
establecían una relación entre el número total de factores de transcripción 
y el estilo de vida de las bacterias (Stover et al, 2000; Andersson, 2000; 
Cases et al, 2003).  
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Figura 25. Representación de la proporción de EBPs, según el tipo de estilo de vida. Los 
valores dentro de las barras son números absolutos de especies, mientras que los 
porcentajes del eje Y representan el porcentaje de organismos entre ambas poblaciones. 
 
 
Los resultados obtenidos en este apartado nos indican que las proteínas 
activadoras de sigma54, EBPs, parecen seguir una distribución parecida a 
la que hemos detectado tanto en el análisis de los promotores sigma54, 
como de los genes activados por estos promotores. Los EBPs se 
distribuyen en las bacterias con independencia a la taxonomía y al tamaño 
de los genomas (cuando se había establecido previamente que el número 
total de factores de transcripción de las bacterias era directamente 
proporcional al su tamaño), pero presenta una relación lineal con el estilo 
de vida libre, como también indican estudios anteriores en el análisis de 
factores de transcripción, a nivel global.  
 
 
 4.1.1.4.1. Relación entre reguladores y promotores dependientes de 
sigma54 
 
Hemos visto qué organismos presentan más promotores dependientes de 
sigma54 y cuales presentan un número mayor de EBPs. En este apartado 
intentamos analizar la relación entre el número de promotores y de 
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proteínas activadoras de sigma54: ¿seguirán los organismos una 
proporción parecida?  
Parachlamydia sp. (1 regulador para 12 promotores) y Campylobacter 
jejuni (1 para 11) son los microorganismos con una relación más alta 
(figura 26); Helicobacter hepaticus también presenta un solo regulador 
para 10 promotores sigma54 y Bradyrhizobium japonicum, la especie con 
más promotores sigma54, presenta 12 reguladores para 73. 
Contrariamente, Desulfovibrio vulgaris, Treponema denticola, Aquifex 
aeolicus y Burkholderia mallei presentan más reguladores que promotores 
sigma54. Tres situaciones diferentes podrían explicar este fenómeno: (i) 
que el número de proteínas activadoras de sigma54 haya sido 
sobreestimado, (ii) que el número de promotores dependientes de sigma54, 
infraestimado, o (iii) que distintos EBPs puedan activar un mismo gen. 
Actualmente no  sabemos cual de las tres es la principal. Una posible 
fuente de sobreestimación de EBPs es la familia de activadores TyrR, un 
EBP inusual que activa promotores dependientes de sigma70 en vez de 
dependientes de sigma54 (Pittard & Davidson, 1991). 
 
La media de promotores sigma54 por cada regulador es de 2’78 (con una 
varianza del 6’69) para organismos asociados a un hospedador y de 2’10 
(con una varianza del 1’67) para los de vida libre. Eliminando los outliers 
o valores atípicos, las medias de ambas poblaciones varían: 1’88 para 
organismos de vida libre (varianza de 0’71) y 2’12 en bacterias asociadas a 
un  hospedador (varianza de 1’11). Estas diferencias no son significativas 
(p-valor 0’28, test Kolmogorov-Smirnov), lo que nos indica que la 
proporción de promotores dependientes de sigma54 por EBP es muy 
similar entre ambas poblaciones de bacterias estudiadas.  
Especies como Geobacer sulfurreducens, Desulfovibrio vulgaris, las 
especies de Vibrio y de Pseudomonas, de estilo de vida libre, presentan un 
número elevado tanto de promotores como de reguladores. En cambio, 
todas las ε-proteobacteria, asociadas a un hospedador, presentan un alto 
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número de promotores sigma54, pero un número bajo de reguladores. 
Otros organismos obligados intracelulares patógenos, como Chlamydia y 
Neisseria, contienen un solo gen con un único regulador. 
 
 
Figura 26. Proporción de promotores sigma54 contra número de EBPs, entre organismos 
de vida libre y asociados a un hospedador. Bj: Bradyrhizobium japonicum; Vibrio: 
especies de Vibrio; Delta: Deltaproteobacteria; Pesudo: especies de Pseudomonas. La 
línea verde representa la hipotética relación 1 EBP para 1 promotor sigma54. 
 
 
En este apartado, a diferencia de los otros, no hemos encontrado una 
relación entre el número de EBPs por promotor sigma54 y las distintas 
variables estudiadas. 
 
Como resumen de esta sección destacamos que la distribución del número 
de elementos que conforman el sistema sigma54 no presenta una relación 
lineal con la localización taxonómica, ni con el tamaño de los genomas de 
las bacterias estudiadas. Sí, que hemos detectado una correlación entre el 
estilo de vida de las bacterias y el sistema sigma54, lo que sugiere que el 
factor sigma54 confiere una ventaja adaptativa a las bacterias de vida libre. 
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4.2. Composición del sigmulón sigma54 
 
El objetivo principal de los siguientes experimentos consiste en estudiar la 
variación en la composición del sigmulón sigma54 en distintas especies. 
Para ello, empezamos buscando grupos de genes ortólogos que contengan 
al menos un gen dependiente de sigma54, que nos servirán de herramienta 
para determinar tanto el grado de conservación del sigmulón sigma54 
como los factores que intervienen en su composición. 
 
 
4.2.1. Composición de los grupos de genes ortólogos 
 
El primer dato interesante que destacamos es el elevado número de grupos 
de genes dependientes de sigma54 que no presentan genes ortólogos: de 
los 2392 genes dependientes de sigma54, 989 no presentan genes 
ortólogos. 
Los 1403 genes dependientes de sigma54 que sí presentan ortólogos, 
constituyen un total de 678 grupos de genes ortólogos. Este elevado 
número de grupos corrobora la extremada diversidad funcional de los 
genes dependientes de sigma54 previamente descrita (Studholme & Buck 
2000b; Cases et al, 2003b). El 58% de estos 678 grupos de genes 
ortólogos, es decir, 399, solo presentan un gen dependiente de sigma54. 
Además, únicamente el 14% de los grupos de genes ortólogos estudiados 
(98 de los 678 grupos) conservan la dependencia de sigma54 en más del 
50% de sus especies. Estos porcentajes delatan una baja conservación del 
promotor sigma54 (figura 27).  
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Figura 27. Análisis del grado de conservación del promotor sigma54 en los distintos 
grupos de genes ortólogos. La barra roja representa el número de genes dependientes de 
sigma54 que no presentan ortólogos. Las barras verdes representan la frecuencia de 
grupos de genes ortólogos que presentan un determinado porcentaje de conservación de 
promotores sigma54 con puntuaciones mayores de 14’8, mientras que las azules, lo 
mismo para promotores sigma54 con puntuaciones superiores a 10. 
 
 
Para comprobar que, quizás, se nos han escapado promotores (falsos 
negativos) que harían aumentar estos porcentajes de conservación del 
promotor, decidimos repetir el experimento bajando el umbral de 
puntuaciones en la predicción de promotores sigma54, establecido en 14’8, 
hasta 10. La figura 27 demuestra que a pesar de bajar el umbral de 
predicción hasta 10, los porcentajes de conservación del promotor 
dependiente de sigma54 incrementan solo una media del 4% en el global 
de los grupos de genes ortólogos. Esta proporción nos indica que el bajo 
porcentaje de genes dependientes de sigma54 conservados no se debe a la 
ausencia de falsos negativos. 
 
4.2.1.1 Descripción de los grupos de genes ortólogos dependientes de 
sigma54 
 
Dado el gran número de genes dependientes de sigma54 que no presentan 
genes ortólogos, el elevado número de grupo de genes ortólogos con un 
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único gen dependiente de sigma54 y el hecho que solo el 15% de los 
grupos de genes ortólogos presentan un porcentaje de conservación del 
promotor dependiente de sigma54 superior al 50%, indican que la 
composición del sigmulón sigma54 no está conservada entre distintas 
especies.  
La figura 28 nos muestra el grado de conservación de promotores sigma54 
en grupos de genes ortólogos, según el número total de especies que 
contienen cada uno de estos genes. 
 
 
Figura 28. Representación gráfica del porcentaje de conservación de promotores sigma54 
en cada grupo de genes ortólogos. El interrogante indica grupos de genes de función 
desconocida.  
 
 
Observando la figura 28, destacamos dos situaciones diferentes: por un 
lado, apreciamos grupos de genes ortólogos con un alto porcentaje genes 
dependientes de sigma54, que solo se encuentran  en grupos reducidos de 
microorganismos relacionados taxonómicamente (parte superior izquierda 
de la figura 28). Así, por ejemplo, los genes ortólogos anotados como 
CP0022, CPn0724, CPj0724, CpB0752 de las 4 especies de Chlamydia 
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estudiadas, implicados en algún proceso del desarrollo de estas bacterias 
(Mathews, Volp, y Timms 1999) (Studholme, Buck, y T Nixon 2000), son 
todos dependientes de sigma54. Otro ejemplo de conservación del 
promotor de un gen en especies parecidas lo vemos para el conjunto de 
genes anotados como VC1516, VP1510, VV12587 y VV1703, de función 
desconocida, presentes en las 4 especies de Vibrio estudiadas. El interés de 
ambos ejemplos reside en que estas especies han mantenido la dependiente 
de sigma54. Contrariamente, también encontramos grupos de genes 
ortólogos presentes en un elevado número de especies, pero con poca 
conservación de la dependencia de sigma54 (parte central derecha de la 
figura 28). Ejemplos de estos genes los encontramos en glnA (dependiente 
de sigma54 en 27 especies diferentes, sobre un total de 51 que presentan el 
gen), el operón amtB-glnK (21 especies con dependencia a sigma54, de 
54) o flgB (13 especies con dependencia a sigma54 sobre un total de 35 
especies bacterianas diferentes).   
 
 
4.2.1.2. Conservación del promotor dependiente de sigma54 entre 
especies parecidas 
 
Hemos determinado que el sigmulón sigma54 es muy variable en su 
composición. A continuación pasamos a detallar algunos casos extremos: 
analizamos la conservación del promotor entre especies muy parecidas.  
 
Analizamos los genes dependientes de sigma54 en 3 especies de 
Enterobacteria (figura 29 A): Escherichia coli K12-MG1655, Salmonella 
enterica serovar Typhi CT18 y Shigella flexneri 2a 2457T. Solo 11 de los 
48 genes dependientes de sigma54 (el 28%) lo son en las tres especies. E. 
coli y S. flexneri, siendo prácticamente clones (Karaolis et al, 1994) 
presentan 18 genes dependientes de sigma54 en común. E. coli y S. 
enterica, que forma un grupo filogenético separado de las otras dos 
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especies (Fukushima et al, 2002), presenta 14 genes dependientes de 
sigma54 en común, mientras que S. flexneri y S. enterica, solo 12. 
Estudios previos habían determinado que el % de conservación de factores 
de transcripción entre E. coli y S. flexneri y entre E.coli y S. enterica se 
sitúa sobre el 80% (Lozada-Chávez et al, 2006). Nuestros datos indican 
que el porcentaje de conservación de genes dependientes de sigma54 con 
respecto E. coli se reduce hasta el 60% en Shigella y hasta el 48% en 
Salmonella. 
 
El porcentaje de conservación de los genes dependientes de sigma54 en 
Bacillus (figura 29 B) es menor que el observado en Enterobacterias: solo 
1 de los 28 genes dependientes de sigma54 que presentan Bacillus 
anthracis, Bacillus cereus 10987 y Bacillus halodurans es común en las 
tres especies. B. anthracis y B. cereus presentan 13 genes dependientes de 
sigma54 en común. Bacillus halodurans, sin embargo, solo comparte 1 de 
sus 13 dependientes de sigma54 con las otras especies de Bacillus.  Esta 
variación podría venir dada por  que B. halodurans es una bacteria 
extremófila, a diferencia de las otras dos especies de Bacillus estudiadas.  
Otros grupos taxonómicos que presentan aún menos uniformidad son 
Bordetella (figura 29 E) y Helicobacter (figura 29 F). Mientras Bordetella 
bronchiseptica y Bordetella parapertussis comparten la mayoría de los 
genes dependientes de sigma54, ninguno de los 5 de Bordetella pertussis 
lo es en las otras 2 especies. A pesar de que las tres especies de Bordetella 
están clasificadas por GenomeMine como asociadas a un hospedador, se 
ha detectado que B. pertussis es un patógeno estricto de humanos y su 
ciclo vital no presenta una fase ambiental, a diferencia de las otras dos 
especies (Parkhill et al. 2003); además, presenta un origen evolutivo más 
reciente que las otras dos.  
 
Otro análisis interesante es el representado en la figura 29 H, donde 
analizamos el número de genes dependientes de sigma54 compartidos por 
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cepas de la misma especie. El hecho de que dos especies de bacterias sean 
muy parecidas no implica que compartan todos sus genes dependientes de 
sigma54. Comparando Escherichia coli CFT073 con Escherichia coli 
K12-MG1655 detectamos que comparten el 70% de sus genes 
dependientes de sigma54. Salgado et al (2007) establecieron que 5 cepas 
de E. coli conservaban más del 80% de sus sistemas de las interacciones 
entre los factores de transcripción y sus genes diana, lo que sugiere que la 
conservación del mecanismo de activación de la transcripción dependiente 
de sigma54 entre las especies de Escherichia coli es ligeramente inferior a 
la de otros mecanismos de regulación transcripcional. 
 
Este porcentaje varía al comparar Bacillus cereus ATCC14579 con 
Bacillus cereus 10987, que solo comparten el 50%. Bacillus cereus 10987 
comparte más genes dependientes de sigma54 con Bacillus anthracis, a 
pesar de formar parte de especies diferentes. Este hecho sugiere que más 
allá de la proximidad filogenética entre dos bacterias, otros factores 
influyen en que un gen sea o no dependiente de sigma54. Estudios previos 
determinan una baja variabilidad genética en Bacillus anthracis, con 
respecto a las cepas de B. cereus; esta poca variabilidad podría deberse al 
hecho que B. anthracis, a diferencia de B. cereus, forma esporas 
durmientes en el suelo (Vilas-Bôas et al, 2007). El hecho que las especies 
de Bacillus cereus presenten más variabilidad genética, podría explicar las 
diferencias observadas entre sus distintas cepas. 
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Figura 29. Diagrama de Venn que relaciona el número de genes dependientes de 
sigma54, con la ortología en las distintas especies representadas. Ec1: Escherichia coli 
CFT073, Ec2: Escherichia coli K12-MG1655, Se: Salmonella enterica serovar Typhi 
CT18, Sf: Shigella flexneri 2a 2457T, Ba: Bacillus anthracis Ames, Bc1: Bacillus cereus 
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10987, Bc2: Bacillus cereus ATCC14579, Bh: Bacillus halodurans C-125, Bs: Bacillus 
subtilis 168, Vc: Vibrio cholerae El Tor N16961, Vp: Vibrio parahaemolyticus RIMD 
2210633, Vv1: Vibrio vulnificus CMCP6, Vv2: Vibrio vulnificus YJ016, Li: Listeria 
innocua CLIP 11262, Lm1: Listeria monocytogenes 4b F2365, Lm2: Listeria 
monocytogenes EGD-e, Bb: Bordetella bronchiseptica RB50, Bp1: Bordetella 
parapertussis 12822, Bp2: Bordetella pertussis Tohama I, Hh: Helicobacter hepaticus 
ATCC 51449, Hp1: Helicobacter pylori 26695, Hp2: Helicobacter pylori J99, Pa: 
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Pp: Pseudomonas putida KT2440, Ps: Pseudomonas 
syringae DC3000. 
 
 
 
4.2.1.3. Funciones de los miembros del sigmulón sigma54 
 
En el análisis del apartado 1, hemos detectado una relación entre el tipo de 
interacción de un organismo con su estilo de vida y la regulación 
dependiente de sigma54. Esta relación sugiere que el estilo de vida ejerce 
cierta presión selectiva para fomentar el uso de promotores dependientes 
de sigma54. En la primera parte del apartado 2 hemos detectado el mismo 
suceso en la comparación de genes dependientes de sigma54 entre algunas 
especies muy parecidas, lo que sugiere que esta variación podría venir 
dada también como consecuencia de la influencia del estilo de vida.  
 
Para estudiar la composición del sigmulón sigma54 a partir de los grupos 
de genes ortólogos obtenidos y sus funciones, debemos tener en cuenta 
algunos factores.  
Dada la poca conservación del sigmulón sigma54 entre especies diferentes 
(figuras 27, 28), hemos decidido incrementar la cobertura de los genes 
ortólogos dependientes de sigma54 bajando la puntuación hasta 14 
(anteriormente hemos visto como al disminuir esta puntuación, no 
obteníamos grandes cambios en cuanto al porcentaje de conservación del 
promotor sigma54). Además, dado que queremos estudiar el grado de 
conservación de los promotores sigma54 en grupos de genes ortólogos, 
debemos centrarnos en esos grupos que presentan el promotor sigma54 en 
un mínimo de especies bacterianas diferentes. Por este motivo, de los 678 
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grupos de genes ortólogos obtenidos en el punto 2.1. seleccionamos esos 
grupos con, al menos, 4 genes dependientes de sigma54 con una 
puntuación superior a 14. Obtenemos, así, 95 grupos de genes ortólogos 
con cierta conservación de la dependencia de sigma54 (apéndice 2). 
 
Por otro lado, si un grupo de genes ortólogos presenta genes dependientes 
de sigma54 en especies muy parecidas, no podremos identificar la 
influencia de otras variables en la relación regulación-función, ya que 
siempre podríamos atribuir cualquier conclusión a la proximidad 
taxonómica. Por ello, hemos calculado el índice de Shannon (Shannon, 
1948) en cada uno de estos 95 grupos. Si un grupo de genes ortólogos 
presenta un índice de Shannon igual a 0, sus especies forman parte de una 
misma clase taxonómica. Filtrando los grupos de genes ortólogos con un 
índice de Shannon superior a 0’25 obtenemos 66 grupos de genes 
ortólogos en los que, al menos, 4 genes de especies suficientemente 
diversas, presentan un promotor dependiente de sigma54 con puntuación 
superior a 14. 
 
 
4.2.1.3.1. Regulación específica de un gen dependiendo del estilo de 
vida 
 
Centrándonos específicamente en el conjunto de 66 grupos de genes  
ortólogos dependientes de sigma54, vamos a analizar la influencia del 
estilo de vida en su dependencia de sigma54. Para hacerlo, calculamos el 
Índice de Especificidad Ambiental de Regulación (IEAR) para cada uno de 
estos grupos. Obtedremos valores altos del IEAR en grupos de genes cuya 
regulación dependiente de sigma54 es específica de los organismos de vida 
libre. El gen flgD representa un ejemplo de regulación específica 
ambiental; este gen está presente en 13 especies de vida libre y en 8 
organismos asociados a un hospedador. Las 9 especies en las que el gen es 
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dependiente de sigma54 son todas de vida libre, lo que otorga a flgD un 
Índice de Especificidad Ambiental de Regulación muy alto. Valores del 
índice IEAR bajos, indican lo contrario: la dependencia de sigma54 es 
específica de los organismos asociados a un hospedador. Un ejemplo de 
esto es el gen prpB presente en 42 especies, 21 de vida libre y 21 asociadas 
a un hospedador. 8 de las 10 especies en las que prpB es dependiente de 
sigma54 son especies asociadas a un hospedador, lo que otorga un índice 
IEAR bajo. El índice adquiere valores extremos cuando la presencia de un 
gen es equitativa entre especies de vida libre y especies asociadas de un 
hospedador, pero la dependencia de sigma54 de los genes, es exclusiva de 
una de las dos poblaciones.  
 
 
 
 
 
 
 
4.2.1.3.1.1. Selección de grupos de genes significativos  
 
Si el grupo de genes ortologos es suficientemente pequeño, existe la 
posibilidad de obtener valores IEAR extremos por puro azar. Para 
descartar esta posibilidad,  diseñamos un proceso de randomización por el 
cual cambiamos al azar las etiquetas “Vida libre” y “Asociado a un 
hospedador” de cada especie  y recalculamos el índice IEAR. Repetimos 
este proceso 1000 veces, obteniendo una media y una varianza. 
Finalmente, comparamos el valor real de cada grupo de genes ortólogos, 
con la media de las 1000 randomizaciones y mediante el cálculo de un Z-
score, determinamos si los índices IEAR reales son significativos a un 
nivel de confianza superior al 95%.  
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La figura 30 muestra los 28 grupos de genes ortólogos, significativos y con 
diversidad taxonómica, en los cuales observamos una regulación 
específica del estilo de vida.  
 
 
Figura 30. Representación de la distribución de especies de cada grupo de genes 
ortólogos según su estilo de vida, y según el tipo de regulación que reciben. Los datos 
están ordenados desde valores altos del Índice de Especificidad Ambiental en la 
Regulación (flgE) representativos de especies de vida libre, en la parte de arriba,  hasta 
valores más bajos específicos de organismos asociados a un hospedador (id1684). Los 
genes sin símbolo anotado están marcados con los identificadores con los que hemos 
trabajado. 
  
 
Recopilamos la información obtenida para estos 28 grupos de genes 
ortólogos (tabla 3), para determinar qué funciones dependientes de 
sigma54 están favorecidas en bacterias de vida libre (22 genes 
significativos) y en bacterias asociadas a un hospedador (6 genes 
significativos).  
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Tabla 3. Resumen final de los grupos de genes ortólogos cuya regulación dependiente de 
sigma54 es exclusiva de su estilo de vida. Los genes marcados en azul son dependientes 
de sigma54 en organismos asociados a un hospedador, mientras que los verdes, lo son en 
organismos de vida libre. Las funciones vienen de GO, mientras que las que están en 
cursvia son TIGRroles. 
 
 
La mayoría de los 22 grupos de genes ortólogos cuya regulación es 
específica de organismos de vida libre (tabla 3, casillas en verde) están 
relacionadas con la biosíntesis del flagelo. Los ejemplos más significativos 
de esta especificidad en la regulación de un gen son: flgC y flgD, 
dependientes de sigma54 en especies de vida libre como Mesorhizobium, 
Nitrosomonas, Vibrio, Xanthomonas o Yersinia; fliA, dependiente de 
sigma54 en especies de Geobacter, Shewanella, Vibrio o Yersinia; flgH1, 
en especies de Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Vibrio y Xanthomonas; 
flgB (dependiente de sigma54 en Chromobacterium, Geobacter, 
Nitrosomonas, Pseudomonas, Shewanella, Vibrio y Xanthomonas) y flgF 
(Bradyrhizobium, Caulobacter, Geobacter, Pseudomonas, 
Rhodopseudomonas, Vibrio y Xanthomonas). También observamos cierta 
especificidad ambiental en otros genes implicados en funciones diferentes, 
como fhlA (Geobacter, Pseudomonas putida, Shewanella y Vibrio), minD 
(Geobacter, Shewanella, Vibrio y Xanthomonas), y otro funcionalmente 
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relacionado con el transporte de electrones (Bradyrhizobium, 
Pseudomonas, Rhodopseudomonas y Vibrio). Por último, existen tres 
genes cuya dependencia a sigma54 se ha conservado en especies de Vibrio 
y de Shewanella, clasificadas en grupos taxonómicos diferentes, pero muy 
relacionadas. Estos genes son yhbG (relacionado con el transporte), moeA 
(relacionado con la biosíntesis del cofactor molibdopterina) y un último, 
sin anotar, relacionado también con el transporte.  
 
Las casillas de la tabla 3 coloreadas en azul describen esos grupos de 
genes ortólogos cuya regulación dependiente de sigma54 parece estar 
favorecida por el estilo de vida asociado a un hospedador. Estos 6 genes, 
sin embargo, no presentan una especificidad ambiental de regulación tan 
clara como la detectada para estilos de vida libres y los valores absolutos 
de los índices obtenidos para estos genes son más bajos. El gen con menor 
índice es el que presenta el identificador 1684, implicado en la regulación 
de la transcripción y en la transducción de señales en especies de Listeria y 
de Salmonella, asociadas a un hospedador. Otro gen con un índice de 
especificidad ambiental de regulación bajo es aldA, gen que cataboliza 
arginina, dependiente de sigma54 en Bacillus anthracis, Salmonella, 
Escherichia coli y Yersinia pestis. PrpB es dependiente de sigma54 en 8 
especies asociadas a un hospedador muy parecidas entre ellas (Escherichia 
coli, Photorhabdus y Salmonella) y en otras 2 especies de vida libre, 
Mesorhizobum y Xanthomonas. 
  
Hemos detectado grupos de genes ortólogos cuya dependencia de sigma54 
podría ser el resultado de una especialización ambiental mediada por la  
regulación. Estos resultados son más claros para grupos de genes ortólogos 
cuya regulación es específica de especies de vida libre. El número de 
genes, cuya regulación dependiente de sigma54 se ve favorecida en 
especies asociadas a un hospedador, es menor. Este hecho parece estar en 
acorde con las conclusiones obtenidas en la primera parte de esta tesis, 
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donde establecíamos una relación directa entre el estilo de vida libre y el 
factor sigma54.  
 
4.2.2. Análisis de la afinidad de los promotores sigma54 
 
La expresión de un gen viene dada, en parte, por la afinidad de la 
RNApolimerasa por el promotor. Partiendo de esta base, el objetivo de 
este apartado consiste en ver si genes ortologos presentan promotores 
dependientes de sigma 54 con afinidades parecidas en especies diferentes. 
En caso afirmativo, existirían funciones que requerirían específicamente 
una expresión determinada.  Se ha descrito que las puntuaciones obtenidas 
con nuestro método de predicción son proporcionales a la afinidad 
(Stormo, 2000). Así, podemos usar las puntuaciones obtenidas como una 
estimación de esta.  
 
La figura 31 representa la frecuencia de los promotores dependientes de 
sigma54 para cada una de las distintas puntuaciones obtenidas, teniendo en 
cuenta todas las 1264 predicciones de promotores obtenidas. Vemos como 
hay un número elevado de promotores sigma54 de afinidad baja y de 
afinidad alta, mientras que observamos un decrecimiento de promotores 
sigma54 para afinidades intermedias.  
 
 
Figura 31. Frecuencia de promotores sigma54 según su afinidad. 
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Para examinar la conservación de la afinidad para una función 
determinada, vamos a estudiar la variación de los sitios de unión de 
sigma54 en los distintos grupos de genes ortólogos utilizados a lo largo de 
apartado 4.2. Sin embargo, antes de realizar los experimentos que nos 
permitan obtener alguna conclusión sobre la variación interespecífica de la 
afinidad de los promotores dependiente de sigma54, debemos hacer un 
control previo sobre las puntuaciones obtenidas en cada especie estudiada. 
Dicho control se basa en el análisis de la afinidad de todos los promotores 
sigma54 de cada especie por separado (varianza intraespecífica). Este 
análisis nos permitirá estudiar si el rango de afinidades es parecido en 
todas las especies. Si no fuera así, el resultado obtenido al estudiar la 
afinidad dentro de un grupo de genes ortólogos podría atribuirse a los 
organismos, y no a la función.  
 
Analizamos la varianza intraespecífica de la afinidad de los promotores 
dependientes de sigma54 partiendo del conjunto de organismos que 
forman parte de los 66 grupos de genes ortólogos. Estos grupos de genes 
ortólogos están compuestos por 60 especies bacterianas diferentes. 
Recopilamos todos los promotores para cada una de estas 60 bacterias por 
separado y calculamos la media y la varianza de sus puntuaciones. Por 
ejemplo, Bordetella pertussis Tohama contienen 5 promotores sigma54 
con unas puntuaciones de predicción de 19’48, 16’87, 15’98, 15’62 y 
15’36, lo que supone una media de 16’66 y una varianza relativa de 0’10. 
El caso más atípico lo apreciamos en Aquifex aeolicus, con 5 promotores 
dependientes de sigma54 con la misma puntuación de 19’27, que le otorga 
una varianza de  0.  Teniendo una visión global del conjunto de bacterias, 
observamos una concentración de organismos con puntuaciones de 
predicción intermedias (entre 16 y 18) y varianzas relativas altas (entre 
0’08 y 0’12). Este resultado sugiere que la gran mayoría de organismos 
presentan genes dependientes de sigma54 con afinidades diferentes, 
ocupando un rango desde valores bajos hasta altos, por este motivo sus 
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varianzas son altas. La única excepción, como ya hemos comentado, sería 
Aquifex aeolicus,  la afinidad alta de cuyos promotores sigma54 habría 
sido seleccionada para obtener una expresión óptima de sus genes 
dependientes de sigma54.  
 
La distribución de las varianzas intraespecíficas obtenida (figura 32) nos 
permite el estudio de las puntuaciones de predicción de cada grupo de 
genes ortólogos para investigar si algunos de éstos requieren una afinidad 
determinada para su expresión. 
 
 
Figura 32. Representación gráfica de la variación intraespecífica de la afinidad de los 
promotores sigma54. Las barras naranjas representan la frecuencia de especies por cada 
valor. 
 
 
4.2.2.1 Variación de la afinidad de los promotores sigma54 en grupos de 
genes ortólogos 
 
Calculamos la media de puntuación de los promotores sigma54 y la 
varianza dentro de los 66 grupos de genes ortólogos estudiados (variación 
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interespecífica). La figura 33 nos muestra la relación entre la puntuación 
media y la varianza de cada grupo de genes. Esta relación difiere con 
respecto a la vista en el análisis intraespecífico de la figura 32, donde 
aparecía un único máximo en la parte central del gráfico, representando 
medias de puntuación intermedias con una varianza alta. En este caso 
vemos la presencia de tres máximos locales: uno de puntuaciones bajas y 
varianzas bajas (entre 14 y 16 y 0 y 0’04, respectivamente), otro 
compuesto por puntuaciones altas (> 19) y varianzas bajas (< 0’04) y un 
último con puntuaciones intermedias y varianzas altas, similar al máximo 
encontrado en el análisis de la varianza intraespecífica.  
 
 
Figura 33 Representación gráfica de la variación interespecífica de la afinidad de los 
promotores sigma54. Las barras naranjas representan la frecuencia de especies por cada 
valor. Las líneas rojas separan los tres máximos locales: promotores sigma54 de baja 
afinidad y poca varianza (parte superior izquierda), promotores sigma54 de afinidad 
media y varianzas altas (parte inferior media) y promotores sigma54 de afinidad alta y 
poca varianza (parte superior derecha). 
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Este resultado nos indica que existen grupos de genes ortólogos cuyos 
promotores sigma54 conservan sus afinidades. Otro dato de interés lo 
encontramos en la baja varianza que presentan los grupos de genes 
ortólogos con afinidades altas y bajas, mientras que afinidades intermedias 
presentan siempre varianzas altas.  
  
Así, dividimos el conjunto de genes ortólogos en tres grupos, según hemos 
visto en la figura 33: un grupo de genes de afinidad alta y varianza baja, 
otro de afinidad y varianza baja y un último conjunto de genes ortólogos 
de varianza alta. Para comprobar la robustez de estos grupos de genes 
ortólogos generados en función de su afinidad, hemos creado un modelo 
de randomización para determinar la influencia de la composición 
taxonómica en cada grupo de los genes ortólogos. Intercambiamos al azar 
las puntuaciones entre promotores de la misma especie y volvemos a 
calcular la media de cada grupo de genes ortólogos. Repetimos el proceso 
5000 veces y calculamos la media de las medias y la varianza de las 
medias para cada grupo de genes ortólogos. Comparamos la media real de 
cada grupo de genes ortólogos con la media de las randomizaciones y 
seleccionamos esos grupos significativos. Este proceso de randomización 
descarta los grupos de genes con presencia de especies de Firmicutes. No 
encontramos genes dependientes de sigma54 presentes en especies de 
Bacillus y otras especies relacionadas con puntuaciones medias o bajas. 
Esta observación parece una contradicción de los escrito en el apartado 
sobre el análisis de la afinidad intraespecífica de las bacterias de la figura 
32, según la cual las bacterias presentan afinidades de rango muy variable. 
La diferencia entre ambos análisis es que  en este apartado estamos 
estudiando solo genes  que son dependientes de sigma54 en 4 o más 
especies de microorganismos diferentes, mientras que en el análisis 
anterior se tenían en cuenta todos los promotores dependientes de sigma54 
en cada especie. De este modo, los promotores dependientes de sigma54 
conservados en las distintas especies de Firmicutes presentan una afinidad 
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alta, mientras que los genes de este filum dependientes de promotores 
sigma54 de baja afinidad no están conservados. 
La tabla 4 resume los 9 grupos de genes ortólogos y significativos que 
presentan promotores dependientes de sigma54 con afinidades similares. 
 
Tabla 4. Genes representativos de promotores dependientes de sigma54 presentes en 
distintas especies con una afinidad conservada. 
 
 
Las funciones que realizan estos genes están relacionadas con la adhesión 
celular (pilA) en Chromobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, 
Xanthomonas y Xylella, con la regulación de la síntesis flagelar (fliK) en 
Xanthomonas, Bradyrhizobium, Rhodopseudomonas y Pseudomas. Otros 
genes con una afinidad conservada en especies diferentes están 
relacionadas con la actividad oxidoreductasa o con la regulación de la 
transcripción. El gen rtcB, implicado en la regulación de la transcripción, 
habría conservado una alta afinidad en los promotores sigma54 de distintas 
especies. Destacamos que hemos encontrado un mayor número de genes 
G
en
N
úm
er
o 
de
 g
en
es
P
un
tu
ac
ió
n 
s5
4 
m
ed
ia
V
ar
ia
nz
a
Ín
di
ce
 d
e 
Sh
an
no
n
P
(x
)
F
un
ci
ón
O
rg
an
is
m
os
P
un
tu
ac
ió
n 
s5
4
rtcB 5 19,27 0,00 0,31 0,00 Regulation of transcription Escherichia 19,27
Shigella 19,27
Ralstonia 19,27
id1341 4 16,04 0,01 0,50 0,05 - Bradyrhizobium 15,93
Rhodopseudomonas 15,93
Pseudomonas aeruginosa 16,15
Pseudomonas syringae 16,15
id1044 5 14,74 0,02 0,31 0,00 Aspartate carbamoyltransferase complex, dihydropyrimidinase Escherichia 14,64
Agrobacterium 15,15
id1398 7 15,54 0,02 0,31 0,00 Electron transport; oxidoreductase Escherichia 15,68
Salmonella 15,73
Vibrio vulnificus CMCP6 15,13
Vibrio vulnificus YJ016 15,13
id1151 4 14,94 0,03 0,41 0,00 Transport Bradyrhizobium 14,38
Escherichia 15,13
fliK 4 15,68 0,03 0,75 0,01 Flagellum biogenesis; cell projection morphogenesis Xanthomonas 14,89
Bradyrhizobium 15,93
Rhodopseudomonas 15,93
Pseudomonas 15,98
pilA 6 15,44 0,04 0,74 0,00 Cell adhesion; protein secretion Chromobacterium 14,79
Pseudomonas 14,79
Xanthomonas 15,34
Ralstonia 15,89
Xylella 15,9
id1149 5 16,05 0,01 0,48 0,00 Predicted monooxygenase, Sulfur metabolism Escherichia 16,12
Agrobacterium 15,95
id1451 5 16,36 0,02 0,31 0,04 Transport Vibrio 16,12
Shewanella 16,88
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con promotores sigma54 de baja afinidad conservada, que genes con 
promotores sigma54 de alta afinidad  conservada. 
 
De entre aquellos grupos con varianza alta, encontramos casos donde la 
afinidad varia según los grupos taxonomicos. Es el caso del gen astC, una 
succinilornitina transaminasa, que tiene un promotor dependiente de 
sigma54 de afinidad baja en especies de Escherichia coli o Shigella 
flexneri, y alta para especies de Bacillus; o el gen levE, una 
fosfotransferasa específica de la fructosa, con afinidad alta en Salmonella, 
y baja en Listeria. En otros casos, en cambio, vemos como especies muy 
parecidas, presentan promotores de afinidades muy diferentes. Por 
ejemplo, el gen glnA2,  cuyo promotor varía mucho entre las especies de 
α-proteobacterias, o el gen hypC,  con un promotor de alta  afinidad en 
Escherichia, y baja para Shigella. Otro ejemplo interesante de la variación 
de afinidad entre especies lo vemos en el gen glnK. Este gen ha 
conservado el promotor sigma54 en un gran número de especies que 
forman parte de distintas clases taxonómicas. En especies de 
Enterobacteria, glnK presenta promotores de afinidad alta. En Otras γ-
proteobacteria como Vibrio, Shewanella o Pseudomonas, en cambio, 
presenta promotores de afinidad baja. En las especies α-proteobacteria 
presenta promotores de afinidad baja. En cambio, en las especies de β-
proteobacteria presenta mucha variación. Y por último, Aquifex aeolicus 
presenta un promotor sigma54 de alta afinidad, similar a la observada en 
Enterobacterias. 
 
En resumen, hemos determinado el nivel de conservación de la afinidad de 
los promotores dependientes de sigma54 en grupos de genes ortólogos. La 
distribución de las medias y varianzas de las puntuaciones de cada grupo 
de genes ortólogos nos indica que los genes dependientes de sigma54 que 
conservan su afinidad, presentan valores extremos (figura 33). Por otro 
lado, observamos que esta conservación es mayor para afinidades bajas 
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que altas. También existen muchos genes que no conservan la afinidad de 
sus promotores sigma54, sobretodo en esos grupos donde el promotor está 
conservado en un número más grande de especies (por ejemplo el gen 
glnK).  
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4.3. Variación en la regulación específica de los genes 
dependientes de sigma54 
 
Como ya hemos comentado en la introducción, los promotores sigma54 
difieren de los promotores del resto de factores sigma porqué requieren 
indispensablemente la participación de una proteína activadora (Buck et al, 
2000).  
 
El objetivo principal de esta sección es estudiar si los distintos genes de un 
grupo de genes ortólogos están regulados por un mismo EBP. Una manera 
para determinarlo es comprobar la conservación de las secuencias de unión 
de estas proteínas activadoras: si los genes presentan secuencias de unión 
comunes en su region promotora, significará que estos genes ortólogos se 
regulan mediante el mismo factor de transcripción. 
El principal problema que plantea este análisis es que para la gran mayoría  
de EBPs se deconoce su especificidad por el  ADN. Por ello, hemos usado 
métodos de predicción de UAS basados en la estructura de estos sitios de 
unión (UASScan), como ya hemos detallado en Métodos.  
 
4.3.1. Análisis de conservación de las UAS en grupos de 
genes ortólogos 
 
Estudios previos establecen que a pesar de la cercanía entre dos especies, 
las interacciones entre sus factores de transcripción y sus genes diana no 
tienen porqué estar conservadas (Lozada-Chávez et al, 2006; González 
Pérez et al, 2008). El objetivo de este apartado es comprobar si las 
conclusiones obtenidas en estos estudios pueden aplicarse a los distintos 
regulones dependientes de sigma54.  
A pesar de la pobre conservación de los promotores sigma54 en grupos de 
genes ortólogos, detectada en apartados anteriores, nuestra idea es detectar 
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UAS similares en la región intergénica de genes ortólogos. Si estas 
secuencias se han conservado, nuestro método podrá detectarlas. En 
cambio, si estas UAS han variado mucho, no. Para evitar la presencia de 
demasiado ruido, elegimos las 6 mejores UAS (según su puntuación de 
predicción otorgada por UASScan) de cada gen. Hemos elegido este 
número de UAS porqué al usar el ejemplo de NtrC en E. coli como control 
para calibrar el método utilizado (datos no mostrados), obteníamos que era 
un buen umbral de corte para obtener las UAS verdaderas sin añadir 
demasiadas secuencias de falsos positivos (ruido).   
Hemos eliminado los operones de nuestro análisis, dado que nos fijamos 
en la región intergénica donde se sitúa en promotor sigma54. Así, el 
número total de grupos de genes ortólogos a estudiar es de 42,  de los 
cuales  en 11 no detectamos UAS en un número suficiente de especies para 
realizar el análisis.  En los 31 grupos restantes, escaneamos cada una de las 
regiones intergénicas de cada gen usando el programa de predicción de 
UAS y las agrupamos según su similitud. Para determinar cual de estos 
grupos contiene las hipotéticas UAS verdaderas, nos basamos en la 
elección de aquel conjunto de UAS agrupadas presentes en un número 
superior de especies.  
 
4.3.1.1. Detección de UAS 
 
Los resultados obtenidos (figura 34) indican que el número de clusters de 
UAS similares para cada grupo de genes ortólogos es escaso. Solo 7 de los  
grupos de genes ortólogos estudiados presentan algún cluster de UAS que 
contenga todos los genes que conforman el grupo. Teniendo en cuenta que 
las secuencias ruido no se agrupan (debido a que no se parecen entre sí) y 
que no existen otros clusters de UAS parecidas con una cobertura tan 
elevada, pensamos que las UAS de estos clusters con una cobertura del 
100% podrían ser las secuencias de unión verdaderas.  
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Figura 34. Representación de la cobertura de cada grupo de UAS parecidas obtenidos 
para cada uno de los 31 genes estudiados. Las bolas azules representan los grupos de 
genes ortólogos con diversidad, mientras que las rojas indican genes en especies de un 
mismo grupo taxonómico. El tamaño de las bolas es proporcional al número de grupos de 
UAS detectados con una cobertura específica. Por ejemplo, para glnA encontramos 24 
grupos de UAS con una cobertura del 10% del total de especies diferentes que presentan 
el gen con dependencia a sigma54. En cambio,  observamos una única bola con una 
cobertura del 90%; esto significa que hemos detectado unas secuencias de unión comunes 
a 22 de las 23 especies el las que el gen glnA es dependiente de sigma54 ; al ser un único 
grupo con una cobertura tan alta, este cluster de UAS parece ser el de las UAS verdaderas 
conservadas. El número entre paréntesis representa el número de especies diferentes que 
contienen el gen regulado por sigma54.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Resultados 
 99 
 
 
Tabla 5. Selección de UAS conservadas en distintos grupos de genes ortólogos, basada 
en ser los clusters con mayor número de genes dependientes de sigma54 detectados. El 
interrogante representa los casos de conservación de UAS dudosos. Los datos están 
ordenados según su Índice de Shannon. 
 
 
De los datos de la tabla 5, observamos distintos casos: por un lado, 
encontramos genes, como glnA, prpB y norV, con UAS conservadas en un 
número amplio de especies diversas. Destacamos también genes como 
pspA, nac, yfhK, rpoH y hycA con UAS conservadas, pero con menos 
diversidad en las especies que presentan estos genes con dependencia de 
sigma54.  
En el lado opuesto, observamos que otros genes no presentan secuencias 
de unión parecidas en la región intergénica de sus genes ortólogos 
dependientes de sigma54. Es el caso de glnK (dependiente de sigma54 en 
19 especies), flgB (dependiente de sigma en 9 especies), argT, argD o 
flgF, entre otros. También, encontramos otros genes como rtcB, acoA y 4 
de función desconocida, presentes en un número reducido de especies (4 o 
5) y un porcentaje de conservación alrededor del 80%. Es difícil 
determinar si estas UAS serían las verdaderas, dado que necesitaríamos 
que estos genes dependieran de sigma54 en más especies. Por último, 
grupos de genes ortólogos con un Índice de Shannon igual a 0 presentan 
Gen
Proteína 
activadora Diversidad
Organismos 
con 
dependencia 
a s54
Nº genes s54 
detectados en 
un mismo 
cluster Secuencia
glnA NtrC 0,55 23 22 aGCACCAa
pspA PspF 0,18 11 11 tTaGcGAA
yfhK ? 0,00 9 9 TAAAcTaA
rpoH ? 0,00 9 9 cCTTTcCa
norV NorR 0,31 8 8 ATtGTCAA
prpB PrpR 0,28 10 8 acGTTTCA
hycA FlhA 0,00 8 8 TtTCGACg
nac NtrC 0,25 7 6 TgCACCAc
pilA ? 0,31 5 4 TGGgACAa
pilA ? 0,74 4 3 TTGACGga
id1341 ? 0,50 4 3 GGAGACaG
rtcB ? 0,31 4 3 CGaTAcgg
id16 ? 0,31 4 3 TGtaCAAa
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varias grupos de UAS con una cobertura del 100%. Este último caso nos 
plantea la duda de si estos genes presentan varias secuencias de unión, 
para distintos factores de transcripción, o de si las regiones intergénicas de 
estos genes son tan parecidas, que no podemos diferenciar las secuencias 
de unión del resto. 
 
 
Las predicciones de UAS de glnA demuestran una clara conservación del 
consenso en 22 especies diferentes cuyas UAS han podido ser detectadas. 
El cluster mostrado en la tabla 5 ha sido seleccionado: (i) por ser el que 
presenta un mayor número de especies con unas UAS predichas parecidas 
y situadas en la región intergénica de glnA y (ii) por presentar una 
secuencia similar al consenso establecido experimentalmente GCACCA 
(Atkinson et al, 2002). Esta variedad taxonómica encontrada en el cluster 
candidato va desde Escherichia coli, especie previamente estudiada, hasta 
Bordetella bronchiseptica, pasando por Chromobacterium violaceum, 
especies de Pseudomonas o de Vibrio. La única especie cuyas UAS no 
hemos podido detectar es Burkholderia mallei. Esto podría deberse bien a 
las limitaciones del método, o bien porqué esta especie presenta 
interacciones entre el gen y su factor de transcripción diferentes al resto de 
especies. Dado que Burkholderia también contiene NtrC en su genoma, y 
que la región intergénica de glnA es más corta que la de las otras especies, 
hipotetizamos que las UAS de esta especie podrían haber cambiado su 
localización, o, incluso, podrían haber desaparecido debido a una 
hipotética interacción directa entre NtrC y glnA.   
 
Otro gen con UAS conservadas en distintas especies es pspA, estudiado en 
Escherichia coli (Jovanovic, 1997; Dworkin et al, 1997). La función de 
este gen es la de codificar una serie de proteínas para proteger a la célula 
de la pérdida de fuerza motriz protónica cuando existe una infección por 
parte de bacteriofagos filamentosos (Kleerebezem, 1996). Hemos podido 
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detectar UAS similares y agrupadas en un mismo cluster. Estas secuencias, 
previamente detectadas en Escherichia coli, coinciden también en otras 
especies de Gammaproteobacterias como Vibrio, Yersinia, Shigella, 
Salmonella y Photorhabdus. 
 
Otro de los genes que presentan secuencias de unión parecidas entre sí y 
agrupadas en un mismo cluster es prpB. Este gen está involucrado en el 
catabolismo del propionato (Horswill et al, 1997; de Crombrugghe et al, 
1984) y estudios previos lo describen en Salmonella enterica, 
estableciendo el consenso de los sitios de unión de PrpR, su factor de 
transcripción activador: 5’-CGTTTCA-3’ (Palacios & Escalante-
Semerena, 2004). Este consenso coincide con las secuencias de unión del 
único cluster que presenta UAS parecidas de 8 especies diferentes. 
Comparamos nuestros resultados con los de MEME (Bailey et al, 2006), 
herramienta que analiza secuencias para buscar motivos repetidos (datos 
no mostrados). Obtenemos el mismo resultado: secuencias parecidas en 8 
especies. Sin embargo, no obtenemos secuencias parecidas en 
Xanthomonas ni en Mesorhizobum, a pesar de presentar prpB dependiente 
de sigma54.  
 
Por último, tenemos también el gen norV, implicado en la activación de 
genes requeridos para la detoxificación del óxido nítrico (D'Autréaux et al, 
2008). El consenso preestablecido en Escherichia coli es TGTCAA (Büsch 
et al, 2004). La semicaja 1 de las UAS predichas para norV de E .coli, 
según nuestro método, presentan la siguiente secuencia: ACTGTCAA, lo 
que indica un coincidencia con el trabajo de Büsch. Esta secuencia se 
encuentra también en Salmonella, Shigella y especies de Vibrio vulnificus.  
 
Como podemos apreciar en la tabla 5, el gen glnA y el gen nac son 
activados por un mismo factor de transcripción, formando un regulón. Sus 
secuencias detectadas son muy parecidas. Sin embargo, glnA presenta una 
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alta conservación del promotor sigma54 en especies diferentes, mientras 
que nac se limita a especies de Enterobacteria y Pseudomonas.  
 
También hemos detectado genes dependientes de sigma54, distribuidos a 
lo largo de un número elevado de especies como flgB y glnK, que no 
presentan conservación de sus UAS.  
FlgB es un gen flagelar cuya dependencia de sigma54 se ha detectado en 
un gran número de bacterias. Estudios previos señalan que la regulación “a 
larga distancia” característica de las proteínas activadoras de sigma54 
varía en la regulación de ciertos genes dependientes de sigma54 
relacionados con el flagelo. Por ejemplo, FlgR, único EBP de Helicobacter 
pylori, no presenta el dominio de unión al DNA característico de estos 
factores de transcripción (Brahmachary et al, 2004), por lo que se especula 
que interactúa directamente sobre el factor sigma54 y la RNAp. Otro 
ejemplo de activación de sigma54 inusual lo vemos en el EBP FleQ de 
Pseudomonas aeruginosa, que presenta los sitios de unión en posición río 
abajo (Jyot et al, 2002), zona donde no hemos buscado.  
 
 
Resumiendo, hemos predicho promotores sigma54 en 140 genomas 
bacterianos para identificar los genes transcritos a partir de estos 
promotores. Hemos detectado un claro valor adaptativo de estos 
promotores en especies de vida libre. Además, hemos descrito y 
cuantificado  la plasticidad del sistema sigma54 tanto a nivel de la 
conservación del promotor sigma54 en distintos grupos de genes 
ortólogos, como a nivel de regulación específica mediada por reguladores 
de la familia NtrC. 
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El trabajo llevado a cabo en esta tesis se centra en el estudio del sistema 
sigma54, tanto a nivel de distribución de los elementos que lo conforman –
gen rpoN, promotores, genes diana, proteínas activadoras y sitios de unión 
de las mismas –, como de la composición del sistema en distintas especies.  
La principal novedad que aporta nuestro trabajo con respecto a otros 
estudios sobre el factor sigma54 (Reitzer & Schneider, 2001; Dombrecht 
et al, 2002; Cases et al, 2003; Studholme & Dixon, 2004), reside en que 
hemos establecido relaciones entre un conjunto elevado de organismos 
para intentar sacar información evolutiva sobre el mecanismo de iniciación 
de la transcripción dependiente de sigma54. Este hecho, además, nos ha 
permitido determinar si el sistema sigma54 sigue el mismo patrón 
evolutivo  que los mecanismos de regulación a nivel global (Papp et al, 
2003; Teichmann & Babu, 2004; McAdams et al, 2004; Lozada-Chávez et 
al, 2006; González Pérez et al, 2008). 
 
 
5.1. Origen del factor sigma54 
 
El primer punto de interés lo encontramos en el elevado número de 
bacterias diferentes que contienen el factor sigma54 en su genoma. 
Observando la distribución del gen rpoN a lo largo de las especies 
estudiadas, detectamos la presencia del factor sigma54 desde especies 
como Aquifex aeolicus, una de las especies bacterianas que divergió antes, 
hasta el conjunto de proteobacterias, pasando por especies tan variadas 
como las del orden Chlamydiales o Spirochaetales y llegando a bacterias 
Gram-negativas. A esta amplia distribución de sigma54 hay que añadir el 
hecho que otros grupos taxonómicos como Cianobacteria, Actinobacteria o 
Deinococci no lo presentan. Además, vemos diferencias en la distribución 
de rpoN entre especies parecidas como en el caso de Haemophilus, dentro 
de las γ-proteobacteria. El caso más extremo lo encontramos en el género 
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de Lactobacillus, cuyas especies difieren en cuanto a la distribución del 
gen.  
Existen tres hipótesis diferentes que podrían explicar el origen del factor 
sigma54. La primera sugiere que el sistema sigma54 apareció en una 
especie ancestral; así, las bacterias actuales que no presentan el factor 
sigma54, lo habrían perdido.  La segunda hipótesis atribuiría la presencia 
de sigma54 en un número tan elevado de especies a la aparición 
simultánea  del factor sigma54 en distintas ramas del árbol filogenético de 
las bacterias. Por último, el factor sigma54 podría haberse adquirido en 
muchas bacterias por transferencia horizontal.  
Teniendo en cuenta que la probabilidad de que un conjunto de nucleótidos 
muten espontáneamente para dar lugar a la aparición de un gen es muy 
baja, descartamos la aparición simultánea de rpoN en distintas especies 
como origen del factor sigma54.  
Si rpoN hubiera aparecido por transferencia horizontal entre distintas 
especies, este fenómeno debería haberse dado a gran escala, debido a la 
amplia distribución del gen. Los mecanismos comunes de transferencia 
horizontal implican la introducción, absorción y expresión del material 
genético de otra bacteria, la mediación de un bacteriófago o la conjugación 
mediante el contacto entre dos bacterias. El conjunto de estos complejos 
mecanismos adicionales a la aparición de rpoN, hace menos probable la 
hipótesis que sugiere que sigma54 se ha adquirido por transferencia 
horizontal en un elevado número de especies. 
Por último, la hipótesis que sitúa el origen de rpoN en una especie 
ancestral parece la más probable, por ser la menos compleja. Esta hipótesis 
evolutiva supondría que las bacterias actuales que no contienen el gen (56 
especies bacterianas de las 140 estudiadas), lo habrían perdido. Es más 
probable perder un gen que ganarlo: con la deleción de pocos nucleótidos 
una bacteria ya puede perder un gen. 
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5.2. Factores que influyen en la distribución del 
sistema sigma54 
 
La heterogeneidad observada en la distribución de los componentes del 
sistema sigma54 entre especies diferentes no depende del emplazamiento 
taxonómico. Entonces, ¿qué otros factores influyen en esta distribución? 
Estudios previos determinan que el número global de proteínas reguladoras 
en genomas bacterianos depende de 2 variables: tamaño del genoma y 
estilo de vida. Por un lado, se ha determinado que el tamaño de los 
genomas es proporcional al número de elementos reguladores de los 
mismos (van Nimwegen, 2003; Ranea et al, 2004). También se ha 
establecido que los microorganismos que habitan nichos estables, como los 
asociados a un hospedador, presentan menos elementos reguladores que 
las bacterias de vida libre (Cases et al, 2003; Konstantinidis & Tiedje, 
2004). Estas dos variables, además, no son independientes: los organismos 
de vida libre tienden a ser más grandes que los dependientes de un 
hospedador, que han sufrido procesos de reducción genómica al dejar de 
utilizar parte de su material genético, proporcionado por el hospedador 
(Andersson, 2000).  
Dos factores se correlacionan con la presencia del gen rpoN, que codifica 
el factor sigma54: tamaño de los genomas y estilo de vida. Al analizar la 
distribución del número de promotores sigma54 y la proporción de EBPs 
en las bacterias estudiadas, hemos observado que este número es 
independiente al tamaño de los genomas: la distribución del sistema 
sigma54 únicamente se correlaciona con el estilo de vida. Así, el estilo de 
vida de las bacterias influye directamente sobre la distribución de los 
elementos que componen el sistema sigma54, al ser la única variable 
estudiada que se correlaciona con todos los componentes del sistema. El 
número de componentes del sistema sigma54 es superior en bacterias de 
vida libre que en bacterias asociadas a un hospedador, como indican los 
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resultados obtenidos (tabla 6), lo que sugiere que el estilo de vida libre 
favorece el número de componentes del sistema sigma54. 
 
 
 
 
 
Tabla 6. Resumen de los números obtenidos a partir de nuestras predicciones. Se 
comparan las medias entre el número de promotores y genes dependientes de sigma54, el 
número de proteínas activadoras, la longitud de los operones y la relación promotores/ 
reguladores en organismos de vida libre en comparación con las de organismos asociados 
a un hospedador. Las casillas coloreadas en azul representan los valores más altos dentro 
de cada comparación. Los p-valores marcados en amarillo no son significativos. 
 
 
Hipotetizamos la existencia de dos puntos de regulación del sistema 
sigma54 diferentes. La presencia del gen rpoN en un genoma es el punto 
de partida para que una bacteria pueda iniciar la transcripción de sus genes 
mediante el factor sigma54; así, si un microorganismo deja de utilizar el 
sistema sigma54, perdería el gen. Este tipo de regulación de carácter 
cualitativo  - presencia o ausencia - constituiría el primer nivel de 
regulación del sistema sigma54, y se vería favorecido en especies 
bacterianas de vida libre. 
El segundo estadio de regulación del sistema sigma54 sería de carácter 
cuantitativo: las bacterias de vida libre habrían amplificado la acción de 
sigma54 en sus genomas según sus necesidades, en comparación a los 
asociados a un hospedador, que presentan un número reducido de 
componentes del sistema sigma54.   
 
Una de las principales diferencias observadas entre el mecanismo de 
iniciación de la transcripción dependiente de sigma54 con otros 
             Vida libre Asociado a un hospedador
Media Var Media Var P-valor
# promotores s54 0,42 0,07 0,31 0,039 0,04
% genes dependientes de s54 0,90 0,35 0,57 0,17 0,01
% EBPs 0,24 0,04 0,14 0,007 0,002
Longitud operones s54 2,04 0,29 1,85 0,64 0,008
Promotores s54 / EBPs 1,88 0,71 2,12 1,11 0,28
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mecanismos de regulación es la independencia entre el número de 
componentes del sistema sigma54 y el tamaño de los genomas bacterianos, 
lo que nos indica que la relación entre una bacteria y su nicho juega un 
papel principal en la distribución de los componentes del sistema – en 
comparación con otros mecanismos de regulación, cuyo número de 
elementos es proporcional al del tamaño de los genomas bacterianos –.  
  
 
5.3. Conservación del sigmulón sigma54  
 
El análisis de la composición del sigmulón sigma54 nos indica una pobre 
conservación de las secuencias de promotores sigma54 entre las distintas 
especies. Estos bajos porcentajes de conservación coinciden con estudios 
previos que determinan una gran variabilidad, a nivel global, de los 
mecanismos de regulación de las bacterias, incluso entre especies muy 
parecidas (Lozada-Chávez et al, 2006; González Pérez et al, 2008).  
 
El 40% de los 2392 genes dependientes de sigma54 predichos no 
presentan genes ortólogos, lo que sugiere que genes relativamente nuevos 
han adquirido el mecanismo de inicialización de la transcripción 
dependiente de sigma54; así, los promotores sigma54 se adquirirían 
fácilmente. Este hecho, sumado a la relativa fácil pérdida del factor 
sigma54 observada en algunas especies (comentado en el punto 5.1), nos 
indica que el sigmulón sigma54 presenta una gran plasticidad.  
El restante 60% de estos 2392 genes dependientes de sigma54 forman 678 
grupos de genes ortólogos diferentes, lo que delata una clara diversidad 
funcional en los genes dependientes de sigma54.Las funciones 
desarrolladas por estos genes son específicas de cada especie bacteriana: 
incluso especies de un mismo taxón presentan porcentajes de conservación 
de sus genes dependientes de sigma54 muy bajos. Encontramos una 
 
 
5. Discusión 
 110 
explicación a este fenómeno en algunos casos, como las diferencias 
encontradas en las especies de Bordetella: a pesar de la proximidad 
taxonómica, esta poca conservación podría venir dada por diferencias en el 
estilo de vida de las bacterias. Sin embargo, encontramos otros ejemplos 
como el de Bacillus cereus 10987 y Bacillus cereus ATCC14579, que solo 
conservan el 50% de sus genes dependientes de sigma54: formar parte de 
un mismo taxón y compartir nicho no es suficiente para que dos especies 
conserven sus genes dependientes de sigma54. Esto sugiere que cada 
organismo habría evolucionado su sigmulón sigma54 de modo 
independiente a especies próximas. 
 
5.3.1. Regulación específica del estilo de vida 
 
Hemos encontrado una correlación entre la activación de los genes 
mediante sigma54 y el estilo de vida. Esto nos indica que el estilo de vida 
determina la regulación de un gen, más que la presencia o ausencia del 
mismo, lo que está en acuerdo con estudios previos que establecían que los 
mecanismos de regulación evolucionan a una velocidad mayor en 
comparación con los genes regulados (Lozada-Chávez et al, 2006).  
A nivel funcional hemos detectado varios genes implicados en la 
regulación del flagelo cuya dependencia a sigma54 es específica de 
bacterias de estilo de vida libre. Por ello, hipotetizamos que las bacterias 
han adaptado una función determinada a un nuevo ambiente manteniendo 
sus genes y modificando su regulación. 
 
5.3.2. Afinidad de los promotores sigma54 
 
El estudio de la conservación de la afinidad en grupos de genes ortólogos 
nos indica que los promotores de alta y baja afinidad se han conservado en 
distintas especies bacterianas. Contrariamente, los promotores sigma54 de 
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afinidad media, no se han conservado. Este fenómeno podría deberse al 
ajuste que las células realizan sobre los distintos puntos de control en la 
regulación de la síntesis proteica. A parte del mecanismo de iniciación de 
la transcripción dependiente de sigma54, la cantidad total de proteína 
sintetizada depende de otros mecanismos, como por ejemplo los EBPs, la 
unión de los ribosomas, la estabilidad del mensajero o la traducción.  
La conservación de afinidades altas y bajas podría tener implicaciones 
evolutivas para optimizar el nivel de proteína a sintetizar. Los promotores 
de alta afinidad estarían conservados en esos genes cuya cantidad de 
proteína sintetizada tiene que ser alta; en este caso, cada uno de los 
distintos puntos de control de la síntesis de proteína, mencionados 
anteriormente, recibiría una presión selectiva para optimizarlos al máximo, 
y obtener así la cantidad de proteína máxima. En cambio, los promotores 
dependientes de sigma54 de baja afinidad podrían haberse conservado para 
optimizar el conjunto de eventos posteriores que determinan la cantidad de 
proteína sintetizada: dado que la unión de la holoenzima al ADN es el 
primero de los pasos para que un gen se exprese, si esta unión es débil, la 
bacteria se asegura que la cantidad de proteína sintetizada será baja en el 
resto de puntos de control de la síntesis de proteína. No sería eficiente para 
una bacteria tener un promotor de alta afinidad cuando se requiere poca 
cantidad de proteína; estaría gastando energía en vano.  
En la figura 31, observamos que existen bastantes menos promotores 
sigma54 de afinidad intermedia. Eso indicaría que tanto los promotores de 
baja como de alta afinidad podrían haber recibido cierta presión selectiva 
en detrimento a los de afinidad intermedia. Al haber encontrado más genes 
dependientes de sigma54 que han conservado afinidades bajas en distintas 
especies, hipotetizamos que las bacterias estudiadas tienden a utilizar 
promotores sigma54 de baja afinidad como mecanismo de ahorro 
energético para poder realizar una función con el mínimo de proteína 
sintetizada. 
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Los grupos de genes ortólogos que presentan una media de afinidad 
intermedia y variada entre distintas especies, variarían su afinidad en 
función a la cantidad de proteína requerida en cada especie, como hemos 
visto para glnK, donde la afinidad de sus promotores sigma54 fluctúa entre 
afinidades altas y bajas en función a la localización taxonómica de las 
especies que poseen el gen con dependencia a sigma54. 
Encontramos un caso interesante de conservación de la afinidad en los 
promotores sigma54 en las especies de Firmicutes. Hemos detectado 10 
grupos de genes ortólogos en especies de Bacillus; todos estos genes 
presentan puntuaciones superiores a 18’7, indicativas de afinidades altas. 
Los genes dependientes de sigma54 en Clostridium y en Listeria 
conservados en las especies de Bacillus presentan siempre puntuaciones 
superiores a 19. En cambio, los genes dependientes de sigma54 de 
Clostridium y Listeria con ortólogos en otras especies como Escherichia 
coli, presentan puntuaciones más bajas, entre 16 y 17. Este hecho indicaría 
que la conservación de la regulación dependiente de sigma54 en Bacillus 
solo se ha conservado en esos promotores sigma54 de alta afinidad, quizás 
como resultado de una presión selectiva hacia estos promotores de alta 
afinidad. Este fenómeno no sucede con ningún otro grupo taxonómico. 
Por otro lado, hemos visto como los cinco promotores sigma54 de Aquifex 
aeolicus presentan una alta afinidad, además, con la misma secuencia. 
Como esta especie está situada en las ramas filogenéticas más distantes de 
las especies bacterianas, podemos hipotetizar que los promotores 
dependientes de sigma54 en especies ancestrales requerirían afinidades 
altas para una transcripción óptima de sus genes. 
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5.4. Conservación de los regulones sigma54  
 
Las secuencias de unión de los EBPs se conservan en 7 de 31 grupos de 
genes ortólogos. Este hecho indicaría la gran variabilidad de estas, lo que 
sugiere que los sitios de unión de las EBPs han evolucionado rápidamente. 
A continuación vamos a describir un conjunto de observaciones que 
delatan la gran plasticidad del mecanismo de iniciación de la transcripción 
dependiente de sigma54.  
Uno de los casos más atípicos lo encontramos en el gen glnK, dependiente 
de sigma54 en 19 especies. Debido a la alta conservación de su promotor 
sigma54, podríamos esperar también la conservación de sus UAS. GlnK 
forma parte del regulón NtrC en Escherichia coli, como glnA; hemos visto 
que las UAS de glnA están muy conservadas, mientras que las de glnK, 
solo se conservan en especies de Enterobacteria, a pesar de compartir 
factor de transcripción y realizar funciones relacionadas con la fijación del 
nitrógeno. Este ejemplo es indicativo del grado de variabilidad del sistema 
sigma54.  
 
Estudios previos indican que determinados EBPs han modificado su modo 
de activación del mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente 
de sigma54. Uno de estos casos lo encontramos en el factor de 
transcripción FleQ de Pseudomonas aeruginosa, que presenta sus sitios de 
unión en posición río abajo (Jyot et al, 2002). Otro ejemplo lo 
encontramos en FlgR de Helicobacter pylori, EBP que no presenta el 
dominio de unión al DNA característico de estos factores de transcripción 
(Brahmachary et al, 2004), sugiriendo que la activación de sigma54 se 
produce por interacción directa del EBP con la holoenzima RNAp-
sigma54, sin previa unión a las UAS. Estos dos ejemplos nos indican que, 
a pesar de la complejidad del mecanismo de activación del factor sigma54 
– debido a la formación del lazo de DNA y el gasto de ATP –, su 
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activación permite variaciones no solo en sus secuencias de unión, si no 
también en su modo de acción , lo que indica la plasticidad de los 
regulones sigma54.   
 
El hecho que de los 6 grupos de genes ortólogos que conservan la 
dependencia a sigma54 en un número mayor de especies, 4 de ellos (glnA, 
pspA, prpB y norV) presentan sitios de unión UAS conservados en la 
mayoría de especies, mientras que otros 2 (glnK y flgB), no, podría estar 
relacionado con la cercanía de los EBPs a sus genes diana. Los 4 genes 
con sitios de unión conservados, presentan su factor de transcripción 
situado en la unidad transcripcional contigua; los 2 genes sin UAS 
conservadas, no presentan EBPs localizadas en sus cercanías. Por ello, 
hipotetizamos que cuando un gen que codifica un factor de transcripción 
se emplaza en la unidad transcripcional contigua al gen diana de este, la 
interacción entre ambos se conserva. Dada la proximidad de los elementos 
genéticos que intervienen en la interacción, estos elementos (factor de 
transcripción, gen diana y sitios de unión) formarían un módulo de 
regulación que ha evolucionado como una unidad, sin cambios en su 
interacción. En el caso contrario, cuando no hay proximidad entre estos 
elementos, los sitios de unión serían más susceptibles a variar.  
 
 
5.5. Plasticidad del sistema sigma54 
 
Los resultados obtenidos nos indican que el sistema sigma54 es muy 
variable, tanto en la distribución de sus componentes, como de la 
composición de los mismos. Llegados a este punto, nos preguntamos sobre 
la evolución del mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente 
de sigma54. A pesar de la complejidad del sistema sigma54, ¿por qué este 
mecanismo varía tanto entre especies diferentes?  
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La variabilidad observada tanto en la distribución de los componentes del 
sistema sigma54, como en su conservación entre las especies estudiadas, 
nos indica que el sistema sigma54  es altamente plástico. Los principales 
argumentos que justifican esta afirmación giran en torno a la naturaleza de 
los promotores sigma54,  a la alta diversidad funcional de los genes 
dependientes de sigma54 y a la flexibilidad en la regulación que otorgan 
los EBPs al sistema.  
 
La especificidad requerida en la unión entre la holoenzima RNAp y el 
factor sigma54 con el ADN, viene dada, únicamente, a partir de los 
dobletes de pares de bases GG y GC situados entre las posiciones -24 y -12 
de los promotores sigma54. Este punto indica que para crear o destruir un 
promotor sigma54 las mutaciones producidas al azar deben dirigirse a 
estos 4 pares de base; así, los promotores sigma54 son fáciles de crear 
porqué estas mutaciones deben generar únicamente 4 pares de base; al 
mismo tiempo, son fáciles de destruir porqué son promotores altamente 
específicos. Los factores sigma de la familia de sigma70, en cambio, 
presentan promotores más complejos formados por dos hexameros 
(posiciones -35 y -10); al ser más difíciles de generar o de perder, los 
mecanismos de iniciación de la transcripción dependiente de otros factores 
sigma no presentarían tanta plasticidad como la observada en el factor 
sigma54.  
 
Además, la unión de los factores de transcripción (EBPs) a sus sitios de 
unión (UAS) dota de flexibilidad al sistema sigma54. La localización de 
las UAS con respecto al promotor sigma54 es muy variable; Cases et al 
(2003b) determinan que la situación de estos sitios de unión puede variar 
desde 70 hasta 350 pares de base, e incluso algunos genes presentan estas 
secuencias en posiciones río abajo.  Este hecho explicaría la flexibilidad en  
la unión entre los factores de transcripción y sus sitios de unión. Además, 
esta flexibilidad observada en los EBPs también se refleja en su modo de 
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acción; se han descrito EBPs sin dominio de unión al ADN, que activan el 
factor sigma54 desde el citoplasma sin unirse a las secuencias UAS. Es el 
caso de FlgR en Helicobacter o CtcC en Chlamydia (Beck et al, 2007). 
 
Estas características otorgan al factor sigma54 una alta plasticidad en 
comparación con otros factores sigma. 
 
5.6. Estado fisiológico de las bacterias y sigma54  
 
Otro de los principales resultados obtenidos en nuestro estudio ha sido la 
correlación entre el estilo de vida de las bacterias y el factor sigma54.¿Por 
qué se favorece el factor sigma54 en especies bacterianas de vida libre? 
La molécula ppGpp (guanosina tetrafosfato) es una regulador global 
emisario de condiciones restrictivas de estrés del medio (Laurie et al, 
2003). Se ha visto que su acción está estrechamente relacionada con el 
factor sigma54 (Powell & Court, 1998; Van Dien & Victor de Lorenzo, 
2003; Bernardo et al, 2006; Szalewska-Palasz et al, 2007).  
Cuando una bacteria entra en fase estacionaria, o cuando hay condiciones 
de estrés en el medio, ppGpp se une a su cofactor DksA (con capacidad de 
unión a la RNAp), con el objetivo de regular negativamente los 
promotores dependientes de sigma70 (Paul et al, 2005). Se estima que 
durante la fase de crecimiento exponencial, la transcripción desde 
promotores dependientes de sigma70 ocupa entre el 60 y el 70% de la 
maquinaria transcripcional (Bremen & Dennis, 1996). Este hecho indica 
que durante este periodo, existen menos núcleos de RNAp libres. Al 
incrementar la síntesis de ppGpp, se reduce la vida de los complejos 
activos de las holoenzimas formadas por la RNAp y el factor sigma70 e 
incrementan los núcleos libres de RNAp que podrán unirse al factor 
sigma54.  
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Además, ppGpp regula los niveles de IHF (Shingler, 2003). Ya hemos 
comentado en la introducción que la proteína IHF interviene como soporte 
estructural para mejorar el contacto entre  la holoenzima RNAp-sigma54 
unida al ADN en las posiciones -12/-24 y la proteína activadora sujeta a 
las UAS (Hoover et al, 1990; Pérez-Martín et al, 1994).   
Otra de las funciones de IHF es evitar la promiscuidad de los promotores 
sigma54 con otros EBPs; Pérez-Martín & de Lorenzo (1995) proponen un 
efecto restrictivo de IHF sobre la flexibilidad de la región que alberga un 
promotor sigma54, en el promotor Pu del plásmido TOL de Pseudomonas 
putida. La rigidez en la conformación del ADN, provocada por la 
presencia de IHF, serviría para incrementar la especificidad de la 
activación del mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente de 
sigma54.  
Posteriormente, Bertoni et al (1998) demostraron que la unión de IHF 
estimulaba directamente, con independencia a la acción de los EBPs, la 
unión de la holenzima con el promotor -12/-24 gracias a la interacción 
entre el dominio C-terminal de la subunidad α de la RNAp, con secuencias 
de DNA específicas (similares a los elementos UP) situadas en posición 
corriente arriba del sitio IHF. Esta unión adicional incrementaría la 
afinidad del promotor Pu hacia la holoenzima RNAp-sigma54.  
 
Santero et al (1992) sugirieron que los promotores sigma54 de baja 
afinidad se inducían mediante IHF, asegurándose una correcta activación 
por parte del activador específico y desfavoreciendo la unión de otros 
activadores. Nuestros resultados nos indican que existe un elevado número 
de promotores sigma54 de baja afinidad. Relacionando nuestro trabajo con 
los previamente mencionados, sugerimos que los genes dependientes de 
promotores sigma54 de baja afinidad se aseguran la correcta activación de 
su mecanismo de transcripción de modo específico por su EBP gracias a la 
acción de IHF. La intervención de IHF dotaría al sistema sigma54 de otro 
punto de control para ganar especificidad y restrictividad en la activación 
 
 
5. Discusión 
 118 
del mecanismo, compensando, en cierto modo, la baja afinidad de un 
promotor sigma54 con respecto a la holoenzima.  
 La transcripción desde promotores sigma54 de baja afinidad ganaría en 
robustez y especificidad con la acción de IHF. Esta hipótesis podría 
complementarse con la del punto 5.3.2, donde hipotetizábamos una 
selección de los promotores sigma54 de baja afinidad debido a un ahorro 
energético para sintetizar la cantidad mínima de proteína para realizar una 
función.  
 
La correlación entre ppGpp, IHF y el sistema sigma54 explicaría por qué 
el mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente de sigma54 se 
ve favorecido en especies de vida libre. Como ya hemos descrito 
previamente, los ambientes de vida libre presentan más cambios que los 
habitados por bacterias asociadas a un hospedador, con fuentes constantes 
de nutrientes y condiciones fisiológicas más estables. Las bacterias de vida 
libre sintetizarán más ppGpp debido a que frecuentan más situaciones de 
estrés que las asociadas a un hospedador; por ello, el factor sigma54 se 
verá favorecido en estas especies. En estas condiciones de estrés, las 
bacterias de vida libre amplifican sus sistemas sigma54. 
 
La complejidad del sistema sigma54 reside en el conjunto de dispositivos 
de regulación que proporcionan un estricto control del sistema para 
obtener una robusta transcripción de los genes que configuran el sigmulón 
sigma54 de cada organismo. La suma de plasticidad y conexión con el 
estado fisiológico del medio que rodea una bacteria indican que cada 
bacteria habría intentado ajustar su sistema sigma54, al igual que muchos 
otros mecanismos de regulación (como hemos referenciado en la 
introducción), a sus necesidades fisiológicas para poder adaptarse a un 
medio determinado. Estas necesidades diferirían según la bacteria y según 
el nicho, por ello, los mecanismos de regulación presentarían una 
conservación tan baja. Así, cada microorganismo habría desarrollado sus 
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propias interacciones entre sus factores de transcripción y sus genes diana, 
para su óptima adaptación al estado fisiológico que le rodea.  
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A partir del trabajo presentado en esta tesis doctoral, concluimos que: 
 
1. Hemos detectado la presencia del gen rpoN y el número de promotores 
sigma54, genes dependientes de sigma54 y proteínas EBPs predichos en 
un número elevado de bacterias, en lo que hemos denominado análisis de 
la distribución del sistema sigma54. De este análisis podemos concluir: 
 
(i) Los componentes del sistema sigma54 presentan una amplia 
distribución filogenética; sin embargo, esta distribución es muy 
heterogénea, incluso entre especies próximas. 
 (ii) Los organismos de vida libre contienen más promotores sigma54, 
operones dependientes de sigma54 más largos y un mayor número de 
EBPs que los organismos asociados a un organismo. Por ello, el número de 
componentes del sistema sigma54 se ve favorecido en especies de vida 
libre. 
 
 
2. Hemos analizado la composición del sigmulón sigma54 en las distintas 
especies.  
 
(i) Existe una pobre conservación de los promotores sigma54 entre las 
distintas especies.  
(ii) Un elevado número de genes dependientes de sigma54 no presentan 
genes ortólogos, lo que sugiere que estos genes son relativamente nuevos y 
han adquirido el mecanismo de iniciación de la transcripción dependiente 
de sigma54. 
 (iii) El sistema sigma54 presenta una gran diversidad en la función de sus 
genes; además, estas funciones son específicas de cada especie bacteriana. 
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3. La regulación de genes dependientes de sigma54 se correlaciona 
específicamente con el estilo de vida de las bacterias. Genes relacionados 
con el flagelo son dependientes de sigma54 exclusivamente en especies de 
vida libre. 
 
4. Existe un mayor número de promotores sigma54 de afinidad baja y alta; 
además, grupos de genes ortólogos conservan sus promotores sigma54 de 
alta y baja afinidad. En cambio, existe un número inferior de promotores 
sigma54 de afinidad intermedia, que no se conservan en grupos de genes 
ortólogos. Esta distribución de la afinidad de los promotores sigma54 
podría tener implicaciones evolutivas con la optimización de la síntesis de 
proteínas.  
 
5. Las secuencias de unión de los EBPs se conservan en un reducido grupo 
de genes ortólogos. A pesar de su complejidad, el mecanismo de 
activación de sigma54 permite variaciones tanto en sus sitios de unión, 
como en su modo acción, lo que demuestra la plasticidad de los regulones 
sigma54.  
La proximidad de un EBP y su gen diana podría determinar la 
conservación de la interacción entre ambos.   
 
6. El sistema de iniciación de la transcripción dependiente de sigma54 
representa un dispositivo de regulación para controlar, de modo estricto y 
específico, la activación de genes para la óptima adaptación al estado 
fisiológico que rodea una bacteria.   
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Distribución de los components del sistema sigma54 en las distintas bacterias estudiadas. 
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Agrobacterium tumefaciens C58 Cereon + ! - proteobacteria 5299 11 23 6 VL
Agrobacterium tumefaciens C58 UWash + ! - proteobacteria 5402 15 5 VL
Aquifex aeolicus VF5 + Aquificae 1522 5 17 7 VL
Bacillus anthracis Ames + Firmicutes 5507 17 26 7 AH
Bacillus cereus 10987 + Firmicutes 5880 12 21 7 VL
Bacillus cereus ATCC14579 + Firmicutes 5255 11 27 7 VL
Bacillus halodurans C-125 + Firmicutes 4066 13 33 9 VL
Bacillus subtilis 168 + Firmicutes 4100 9 20 5 VL
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 + Bacteroidetes 4778 11 22 9 AH
Bdellovibrio bacteriovorus HD100 + " - proteobacteria 3583 29 56 12 VL
Bordetella bronchiseptica RB50 ++ # - proteobacteria 5006 12 26 6 AH
Bordetella parapertussis 12822 ++ # - proteobacteria 4402 11 13 4 AH
Bordetella pertussis Tohama I + # - proteobacteria 3806 5 8 3 AH
Borrelia burgdorferi B31 + Spirochaetes 1740 2 12 1 AH
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 ++ ! - proteobacteria 8317 73 147 12 VL
Brucella melitensis 16M + ! - proteobacteria 3198 3 4 3 VL
Brucella suis 1330 + ! - proteobacteria 3384 4 4 3 VL
Burkholderia mallei ATCC:23344 + # - proteobacteria 5501 10 14 11 AH
Campylobacter jejuni NCTC 11168 + $ - proteobacteria 1654 11 32 1 AH
Caulobacter crescentus CB15 + ! - proteobacteria 3763 8 16 4 VL
Chlamydia muridarum strain Nigg + Chlamydiae 921 1 1 1 AH
Chlamydia pneumoniae AR39 + Chlamydiae 1130 1 2 1 AH
Chlamydia pneumoniae CWL029 + Chlamydiae 1052 1 2 1 AH
Chlamydia pneumoniae J138 + Chlamydiae 1069 1 2 1 AH
Chlamydia pneumoniae TW-183 + Chlamydiae 1113 1 2 1 AH
Chlamydia trachomatis serovar D + Chlamydiae 894 1 AH
Chlamydophila caviae GPIC + Chlamydiae 1020 1 2 1 AH
Chlorobium tepidum TLS + Chlorobi 2281 4 7 3 VL
Chromobacterium violaceum ATCC12472 + ! - proteobacteria 4407 16 22 9 VL
Clostridium acetobutylicum ATCC824 + Firmicutes 3848 4 8 3 VL
Clostridium perfringens 13 + Firmicutes 2723 2 5 1 VL
Clostridium tetani E88 + Firmicutes 2373 6 8 6 VL
Desulfovibrio vulgaris Hildenborough + " - proteobacteria 3546 27 33 37 VL
Enterococcus faecalis V583 + Firmicutes 3337 8 12 5 VL
Escherichia coli CFT073 + % - proteobacteria 5379 20 43 14 AH
Escherichia coli K12-MG1655 + % - proteobacteria 4289 25 53 13 AH
Escherichia coli O157:H7 EDL933 + % - proteobacteria 5349 23 44 11 AH
Escherichia coli O157:H7 VT2-Sakai + % - proteobacteria 5361 24 48 11 AH
Geobacter sulfurreducens PCA + " - proteobacteria 3468 36 68 30 VL
Helicobacter hepaticus ATCC 51449 + $ - proteobacteria 1875 10 22 1 AH
Helicobacter pylori 26695 + $ - proteobacteria 1587 4 8 1 AH
Helicobacter pylori J99 + $ - proteobacteria 1491 4 8 1 AH
Lactobacillus plantarum WCFS1 + Firmicutes 3009 7 14 1 VL
Leptospira interrogans serovar lai str. 56601 + Spirochaetes 4727 5 7 3 AH
Listeria innocua CLIP 11262 + Firmicutes 3043 11 18 3 AH
Listeria monocytogenes 4b F2365 + Firmicutes 2847 9 14 2 AH
Listeria monocytogenes EGD-e + Firmicutes 2846 11 21 3 AH
Mesorhizobium loti MAFF303099 ++ ! - proteobacteria 7277 34 84 8 VL
Methylococcus capsulatus Bath + % - proteobacteria 3002 18 55 10 VL
Neisseria meningitidis MC58 + # - proteobacteria 2154 1 1 1 AH
Neisseria meningitidis serogroup A Z2491 + # - proteobacteria 2121 1 1 1 AH
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 + # - proteobacteria 2574 10 14 4 VL
Oceanobacillus iheyensis HTE831 + Firmicutes 3496 6 17 6 VL
Parachlamydia sp. UWE25 + Chlamydiae 2031 12 1 AH
Photorhabdus luminescens TTO1 + % - proteobacteria 4905 18 36 7 AH
Pirellula sp strain 1 + Planctomycetes 7325 22 16 VL
Porphyromonas gingivalis W83 + Bacteroidetes 1988 5 9 3 AH
Pseudomonas aeruginosa PAO1 + % - proteobacteria 5565 45 116 22 VL
Pseudomonas putida KT2440 + % - proteobacteria 5421 44 79 22 VL
Pseudomonas syringae DC3000 + % - proteobacteria 5763 51 96 23 AH
Ralstonia solanacearum GMI1000 ++ # - proteobacteria 5116 21 39 13 VL
Rhodopseudomonas palustris CGA009 + ! - proteobacteria 4831 40 92 10 VL
Salmonella enterica serovar Typhi CT18 + % - proteobacteria 4395 24 35 11 AH
Salmonella enterica serovar Typhi Ty2 + % - proteobacteria 4323 24 33 11 AH
Salmonella typhimurium LT2 SGSC1412 + % - proteobacteria 4553 24 39 15 AH
Shewanella oneidensis MR-1 + % - proteobacteria 4928 27 49 11 VL
Shigella flexneri 2a 2457T + % - proteobacteria 4073 21 37 9 AH
Shigella flexneri 2a str. 301 + % - proteobacteria 4180 20 10 AH
Sinorhizobium meliloti 1021 + ! - proteobacteria 6205 7 8 7 VL
Thermoanaerobacter tengcongensis MB4(T) + Firmicutes 2588 14 38 10 VL
Treponema denticola ATCC 35405 + Spirochaetes 2786 2 3 4 VL
Treponema pallidum Nichols + Spirochaetes 1039 3 4 2 AH
Vibrio cholerae El Tor N16961 + % - proteobacteria 3885 20 36 14 VL
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 + % - proteobacteria 4832 29 69 20 VL
Vibrio vulnificus CMCP6 + % - proteobacteria 4537 35 69 17 VL
Vibrio vulnificus YJ016 + % - proteobacteria 5028 32 82 16 VL
Wolinella succinogenes DSMZ 1740 ++ $ - proteobacteria 2044 4 9 2 AH
Xanthomonas axonopodis pv. citri 306 ++ % - proteobacteria 4312 25 53 10 VL
Xanthomonas campestris pv. campestris ATCC33913 ++ % - proteobacteria 4181 24 68 8 VL
Xylella fastidiosa 9a5c + % - proteobacteria 2832 7 10 2 AH
Xylella fastidiosa Temecula1 + % - proteobacteria 2036 9 9 2 AH
Yersinia pestis biovar Mediaevails 91001 + % - proteobacteria 4142 19 42 6 VL
Yersinia pestis CO92 + % - proteobacteria 4083 15 36 5 VL
Yersinia pestis KIM + % - proteobacteria 4090 15 29 5 VL
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Descripción de los 95 grupos de genes ortólogos con conservación de la dependencia de 
sigma54 
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acoA Probable dehydrogenase E1 component 7 30 37 19
acoB Acetoin catabolic process 6 35 41 15
aldA Arginine catabolic process to glutamate 4 44 48 8
amtB Transport 19 34 53 36
argD Arginine metabolic process 4 59 63 6
argT Transport 7 56 63 11
astB Arginine catabolic process to glutamate 7 11 18 39
astE, ydjS Glutamine family amino acid catabolic process 6 17 23 26
celA Cellobiose transport 6 23 29 21
cobA Porphyrin biosynthetic process 4 34 38 11
crl RNA biosynthetic process; regulation of transcription, DNA-dependent, surface structures8 5 13 62
fleR Response regulator containing CheY-like receive 6 56 62 10
fleS Signal transduction; biopolymer modification 7 10 17 41
flgB Ciliary or flagellar motility 13 21 33 39
flgC Ciliary or flagellar motility 18 38 56 32
flgD Translation 9 12 21 43
flgE Ciliary or flagellar motility 9 25 34 26
flgF Ciliary or flagellar motility 11 42 53 21
flgH1 Ciliary or flagellar motility 7 15 22 32
flgH2 Ciliary or flagellar motility 4 12 16 25
flgI Ciliary or flagellar motility 7 37 44 16
flgK Flagellum biogenesis 4 16 20 20
flgL Ciliary or flagellar motility 4 4 8 50
flhA Protein secretion; protein transport 5 56 61 8
fliA Transcription initiation 5 40 45 11
fliE Ciliary or flagellar motility 6 12 18 33
fliF Ciliary or flagellar motility 5 34 39 13
fliG Chemotaxis; ciliary or flagellar motility 7 48 55 13
fliK Flagellum biogenesis; cell projection morphogenesis 4 9 13 31
fliM Chemotaxis; ciliary or flagellar motility 6 44 50 12
frsA, YafA Fermentation/respiration switch protein 8 9 17 47
gabT Arginine catabolic process to glutamate 4 58 62 6
glnA Glutamine biosynthetic process 27 24 51 53
glnA2 Glutamine biosynthetic process 4 3 7 57
glnK Regulation of nitrogen utilization 21 33 54 39
hycA Formate hydrogenlyase regulatory protein, regulator of the transcriptional regulator FhlA 7 2 9 78
hydH Biopolymer modification; peptidyl-histidine phosphorylation; fermentation 8 5 13 62
hypC Protein required for maturation of hydrogenases 1 and 3 4 5 9 44
hypD Protein folding 5 17 22 23
hypE Protein folding 6 22 28 21
minD Cobalamin biosynthetic process; water-soluble vitamin metabolic process 4 60 64 6
moeA Mo-molybdopterin cofactor biosynthetic process 4 54 58 7
nac Regulation of transcription; regulation of transcription, DNA-dependent; RNA biosynthetic process6 44 50 12
narB Electron transport 7 20 27 26
nasF Nitrate transporter activity 7 8 15 47
nasT Response to stimulus; RNA biosynthetic process; regulation of transcription, DNA-dependent; regulation of transcription4 17 21 19
nifH Electron transport; nitrogen fixation 5 4 9 56
pilA Cell adhesion; protein secretion 6 22 28 21
prpB Metabolic process 10 32 42 24
pspA Adaptations to atypical conditions, phage shock 15 11 26 58
pspB Adaptations to atypical conditions, phage shock 12 5 17 71
pspC Adaptations to atypical conditions, phage shock 11 7 18 61
ptsI, ptsP Phosphorylation; phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system 6 60 66 9
rpoH Transcription initiation;response to heat; regulation of transcription, DNA-dependent 8 49 57 14
rtcB Regulation of transcription 5 10 15 33
sucB Acetoin catabolic process 7 47 54 13
ybbA ATP-binding component of ABC transporter, coupled to transmembrane movement of substances5 61 66 8
ybhK Putative structural protein 5 17 22 23
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ycdH Electron transport 5 20 25 20
ycdJ Aromatic compound metabolic process 5 15 20 25
ycdL Metabolic process 7 10 17 41
yeaG Protein quinasa 8 26 34 24
yfhA Regulation of transcription; RNA biosynthetic process; signal transduction 4 57 61 7
yfhK Peptidyl-histidine phosphorylation; signal transduction 8 20 28 29
ygbD Electron transport 9 8 17 53
ygeX Metabolic process 5 5 10 50
yhbG Putative ATP-binding component of a transport system 5 51 56 9
zraP Zinc-resistance associated protein 4 6 10 40
id25 Nitrogen compound metabolic process 5 15 20 25
id344 Nitrate transport 4 38 42 10
id1012 Amino acid transport 8 16 24 33
id1014 Electron transport 4 32 36 11
id1017 Arginine catabolic process to glutamate 9 15 24 38
id1044 Aspartate carbamoyltransferase complex, dihydropyrimidinase 5 35 40 13
id1331 - 4 0 4 100
id1132 - 4 2 6 67
id1135 Acetoacetyl-CoA transferase 4 10 14 29
id1145 Electron transport 5 12 17 29
id1147 - 5 43 48 10
id1149 Predicted monooxygenase, Sulfur metabolism 6 11 17 35
id1151 Transport 4 45 49 8
id1256 - 4 45 49 8
id1341 - 4 10 14 29
id1343 Nitrate transport 4 32 36 11
id1398 Electron transport; oxidoreductase 7 10 17 41
id1431 Cellular metabolic process 4 20 24 17
id1448 Chaperone cofactor-dependent protein folding 5 4 9 56
id1449 Electron transport 5 0 5 100
id1451 Transport 5 7 12 42
id1452 Transport 5 41 46 11
id1454 Mo-molybdopterin cofactor biosynthetic process 5 35 40 13
id1473 Biosynthesis and degradation of surface polysaccharides 4 15 19 21
id1684 Signal transduction; PEP-dependent sugar phosphotransferase system 5 12 17 29
id1812 Electron transport 4 29 33 12
id1986 - 4 1 5 80
